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RESUMEN

Glicerol Residual como Sustrato para la Produccion de Acido Citrico por
Aspergillus Niger.
Por: Georgina Guadalupe Martinez Lopez
Septiembre 2017
Maestra en Ciencias en Ingenieria Quimica
Dirigida por: Dr. Agustin Jaime Castro Montoya
Co-asesorada por: Dr. Miguel Angel Zamudio Jaramillo

Entidad: Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica

Con el incremento en el uso de biocombustibles como el biodiesel, se han
generado grandes cantidades de glicerol, como subproducto principal en el proceso de
produccion de dicho bioenergético. Esto ha motivado la busqueda de alternativas para su
reutilizacion. Investigaciones han demostrado que el glicerol crudo derivado de biodiesel
puede ser utilizado para formar multiples productos con valor afiadido.

El presente estudio se centra en el andlisis de diferentes escenarios para el disefio
del proceso de produccion de &acido citrico con glicerol residual como sustrato, mediante
la fermentacion sumergida utilizando Aspergillus niger. Para el analisis experimental de
dicho proceso se consideran como variables independientes a: la cantidad de sustrato,
nutrientes [(NH4)2SO4, KH2PO4 y MgS04.7H20], velocidad de agitacion y duracion de la
fermentacién. La etapa exploratoria se llevé a cabo utilizando un disefio experimental
Plackett-Burman y para la etapa de optimizacién un disefio Compuesto Central. Los
resultados obtenidos de DPB indicaron que (NH4)2S04, KH2PO4 y MgS04.7H20 fueron
los componentes mas significativos que afectan la produccion de &cido citrico. La
produccion éptima de acido citrico obtenido por DCC fue de 0.135542 g/l con un consumo

del 41.98% del glicerol residual hacia metabolitos no identificados.

Palabras claves: Acido citrico, glicerol residual, disefio Plackett-Burman, disefio Compuesto
Central, A. niger.
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ABSTRACT

Glycerol Raw as Substrate for the Production of Citric Acid by Aspergillus Niger.
By: Georgina Guadalupe Martinez Lopez
September 2017
Master of Science in Chemical Engineering
Directed by: Dr. Agustin Jaime Castro Montoya
Co-directed by: Dr. Miguel Angel Zamudio Jaramillo

Entity: Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica

With the increase in the use of biofuels such as biodiesel, large amounts of glycerol
have been generated as the main by-product in the production process of this
bioenergetic. This has motivated the search for alternatives for its reuse. Research has
shown that crude glycerol derived from biodiesel can be used to form multiple products

with added value.

The present study focuses on the analysis of different scenarios for the design of
the process of citric acid production with residual glycerol as substrate, by submerged
fermentation using Aspergillus niger. For the experimental analysis of this process, the
following variables are considered as independent: the amount of substrate, nutrients
[NH4)2S04, KH2PO4 and MgS04.7H20], agitation speed and duration of fermentation. The
exploratory stage was carried out using a Plackett-Burman experimental design and for
the optimization stage a Central Compound design. The results obtained from DPB
indicated that nutrients [(NH4)2S04, KH?PO4 and MgS0O4.7H20] were the most significant
factors that affecting the production of citric acid. The optimal citric acid production
obtained by DCC was 0.135542 g/l with a consumption of 41.98% of residual glycerol

towards unidentified metabolites.

Key words: Citric acid, glycerol raw, Plackett-Burman design, central composite design, A. niger.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



DEDICATORIA

g% mi mami, que siempre ha sabido llevatme por el buen camino con su
ejemplo de lucha y petseverancia que me ha convertido en la myjer que s0y
ahora, mis hetmanos que siempre me han apoyado en cada una de mis
decisiones, mi padre que a su forma ha estado al pendiente; también a mis
primillos que son como mis hetmanitos, pata que sepan que siempre se puede
lograr lo que uno se propone. cflil gracias a todos los que han creido siempre

en mi Y que Aiguen. con.m.t;go en este camino llamado vida.

“Hablan mucho de la belleza de la certidumbre como si ignorasen la belleza
sutil de la duda. Creer es muy monoétono; la duda es apasionante”.
Oscar Wilde

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



INDICE

RESUMEN ..o e e e e e e e e e e e e e nn e e e ennans ii
N = S T I 2 ¥ PP iii
INDICE DE TABLAS . ...ttt iv
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt vi
NOMEN CL A TUR A L e e e e e e e et e e et e e e e e ean e eennas Vil
AGRADECIMIENTOS ... e e e e e e e e e e e e e e eaneeeanaees IX
(€ @ Y 2 = [ PP X
CAPITULO 1. INTRODUCCION ....ouimimimininiiiitisiet st 1
1.1 Planteamiento del problema..........ccccooiiiiiiiiiiii e 5

1.2 JUSTIFICACION ettt e e e e 5

IR I o 1T oo ) (=] 1 P 6

1.4 ODJELIVOS oottt e e e e et a e e e a 6
ODbjJEtiVO GENEIAL......ccccceeeeee et e e e naaans 6

ODbjetivos ESPECITICOS ..o 6
CAPITULO 2. MARCO TEORICO ...ttt 7
2.1 GlICEIOL. oo 7

2.1.1 TIPOS A€ GlICEINA. .o 8

2.1.2 Glicerol, subproducto de la produccién de biodiesel. ................... 11

2.1.3 Usos del Glicerol Crudo ......cooooeeeiieieieeeeeeeeee 13

2.1.4 Rutas al catabolismo aerobio del glicerol y su regulacion............ 14

34 el e Lo Y 11 1] T NSO 17

2.2.1 Propiedades fiSiCOQUIMICAS ........cuuuuiiiiiieiiiiieeiee e 17

2.2.2 PrOQUCCION ittt e e n e e e e e e e 17

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



2.2.3 Aplicaciones INdUSTITalES.......ccooiiiiiiiiii e 21

2.3 ASPEIGIIUS ooeiiiiiiiiiiiii 23
28 B 1Y/ (oY (o] [o T | - L 23
2.3.2 CaraCteriSTICAS ...uuuvrreiieiee ettt e e e e 24
2.3.3 Fermentacion LiQUIda .......oooouuiiiiiiiiieeiiiiiieeee e 25
2.3.4 SUSTIALOS ..ovviiiiiiiii e 26
2.3.5 Fuente de NitrOgeNO0 .......uuciiii e 27
2.3.6 Fuente de FOSTOr0 ... 27
2.3.710NES MELAIICOS ...ttt 28
PG R S I =T 0 T oL =] = LA U L= PP 29
23,9 PH oottt 30
2.3.10 AQITACION ooiieiiiiieee et e e 31

2.4 ANTECEUBNTES ...ooiiiiiiiiiiieieeeee ettt 32

CAPITULO 3. METODOLOGIA ... .ottt 33

3.1 Purificacion del SUSTIatO..........ueiiiiiiiiiiiiiieeeee e 33

3.2 Caracterizacion del SUSLIatO .......ccooviiiiiiiiiiiiiiee e 35
3.2.1 Determinacion de PH ... 35
3.2.2 Determinacion de Densidad...........c.eeevviiiiiiiiiiiiiee e 35
3.2.3 Caracterizacion Cromatografica del Glicerol y Dextrosa............... 36

IR\ [T o Yo fo F=T a1 £=] 1 11 TSP 36
3.3.1 Conservacion y Proliferacion de la Cepa ......cocoeeeevvvviiiiiiiiieeceeeeeenn, 36

3.4 FEIMENTACION ...ttt e e e e 38

3.5 Analisis del ACIAO CIIICO . ...ccovieeeecieeeeeeeeee e 38
3.5.1 Determinacion de Biomasa (P€S0 SECO) ......ceeeeeeeeiiriiiiiiiiiiieeeeeeenann, 38
3.5.2 Determinacion de PH ... 39

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



3.5.3 Determinacion de Acido Citrico mediante el Método Marier & Boulet

(L958) ..ttt ettt ettt ettt 39

3.6 Determinacion de [0S Rendimientos (Yp/s).....ueuuuuuummemmmmmmmmmennnnennnnnnnnnnnnnnnnns 40

3.7 Analisis de 1a INTOrMaCION ........ooiiiiiiiiiiii e 41
CAPITULO 4. RESULTADOS ....coviiiiiteceecteete ettt eas ettt ste st saesaesae e 42
4.1 Purificacion del Glicerol Residual...........cccvvvviiiiiiiiiiee 42

4.1.1 Glicerol Residual Proveniente de la Produccion de Biodiesel a partir
(oL N ot =T (o [ 0 T o o LSRR 42

4.1.2 Glicerol Residual Proveniente de la Produccion de Biodiesel a partir

de Aceites Vegetales y Grasas Animales de Desecho..........ccccvvvvviiiiiieeiieennns 43
4.2 Proceso de FermentacCion ... 48
4.2.1 Reproduccién y Recoleccion de la Cepa........oeeeevveveiviiiiiiieeeeeeeennn, 48

4.3 GlICEIOI PUIO ...ttt 51
4.3.1 Primer Disefio Plackett-Burman ..........ccccccooiiiiiiiiiiiiniee e 51

4.3.2 Segundo Disefio Plackett-Burman ............cccceeveieeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenn, 57

4.3.3 Crecimiento, Consumo y Produccion de Acido Citrico con Glicerol

LN = L1 oo T SRR 61

4.4 Glicerol RESIAUAL.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 64

4.4.1 Diseiio Experimental de Compuesto Central ........cccccvvvvvviiiiiinnnnnn. 66
CONCLUSIONES ..ottt e et e e e e et e e e e et e e e e eaaa e e e eeennns 77
RECOMENDACIONES ... .t e ettt e e e e e e e e e eaaa e eaeees 78
BIBLIOGRAFIA ...ttt 79
APENDICES ...ttt etttk ettt 85
Curva de Calibracién para la Determinacién de Dextrosay Glicerol............ 85
Curva de Calibracién para la Determinacion de Acido Citrico ...................... 87

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1. Propiedades fisicoquimicas del glicerol............ccooovviiiiiiiiiiiiiiiceee e, 8
Tabla 2.2. Especificaciones de calidad para cada tipo de glicerina............ccccooeeeeeeeennnns 10
Tabla 2.3. Propiedades fisicas del &cido citrico en solucion y de forma anhidra............ 17
Tabla 2.4. Contenido de acido citrico en algunas frutas COmunes. ..........ccccoeecvvvieeeeennn. 18
Tabla 2.5. Estadisticas del comercio en México para el &cido Citrico............ccceeeeeevrnnnns 19
Tabla 2.6. Aplicaciones del ACIdO CItriCO. ........ccoovviiiiiiiii e 22
Tabla 2.7. Temperatura 6ptima de crecimiento de las Cepas. ......ccccccvvvvvveveeeeieeeeeeeeennnnn, 30
Tabla 2.8. Clasificacion de los microorganismos segun SU PH...........ccccceveeriiiiiiiiieeenenn. 31

Tabla 2.9. Compilado de investigaciones donde sus resultados sugieren puntos
relevantes para anteceder el trabajo a desarrollarse. ...............cccovvvvvnnnnnn. 32
Tabla 3.1. Micronutrientes utilizados en 10S MedIiOS. .........covvviiviiiiiiiieiieeeece e 38
Tabla 4.1. Resumen de los componentes obtenidos de la purificacion de la muestra
proveniente del biodiesel a partir de aceite de coco, representados en
[OT0T (ot =T o] r= V[ USSR 43
Tabla 4.2. Ensayos de purificacion del glicerol.................ooooiiiiiiii e 45
Tabla 4.3. Resumen de los componentes obtenidos de la purificacion de la muestra
proveniente del biodiesel a partir de aceite vegetales y grasas animales de
desecho, representados €n POrCeNtaJeS. .......ceeeeeeeeeieeiiiiiieeeeeee e 47
Tabla 4.4. Densidad y concentracion de las muestras en cada una de las etapas de
PUFFICACION. ...t e e e e e e e e e e e e e anes 48
Tabla 4.5. Parametros fijos del medio de fermentacion. ..........cccccccvvvvvvvivviiiiiieeiieeeeeee, 50
Tabla 4.6. Rangos de condiciones de operacion y nutrientes para la formulacion de los
LEE= 1= 0 01 [T 01 01 TS 50
Tabla 4.7. Matriz del disefio experimental Plackett - Burman 7/8, primer estudio
EXPIOTALONIO. ... 52
Tabla 4.8. Respuestas del Disefio Experimental Plackett - Burman 7/8 del primer estudio

(0] (o] = 1] 1 [0 PPN 53

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Tabla 4.9. Estimacién de los efectos sobre las respuestas acido citrico, fraccion de
consumo de glicerol y rendimiento producto-sustrato del disefio
experimental Plackett - Burman 7/8, primer estudio exploratorio. ............. 54

Tabla 4.10. Reformulacion de los limites de evaluacion de los factores del disefio
experimental Plackett — Burman 7/8 del primer estudio exploratorio. ....... 55

Tabla 4.11. Respuestas del Disefio Experimental Plackett - Burman 7/8 para el segundo
LS (Lo [ I =2t o] [o] 7= (o o FANS S 57

Tabla 4.12. Estimacion de los efectos sobre las respuestas acido citrico, fraccion de

consumo de glicerol y rendimiento producto-sustrato del disefio

experimental Plackett - Burman 7/8, segundo estudio exploratorio. ......... 58

Tabla 4.13. Rendimientos obtenidos con diferentes microorganismos. .............ccceeeeee. 61
Tabla 4.14. Ensayo preliminar de fermentacion con muestra cruda............cccoeeeeeeeeeeennns 65
Tabla 4.15. Disefio de Compuesto Central y SUS ReSpUEeStas. ........ccccevvvvvvviiiiiiiiiinennnn. 67
Tabla 4.16. ANOVA para el modelo cuadratico de superficie de respuesta. .................. 68
Tabla 4.17. Deseabilidad Prevista y Observada de cada uno de los tratamientos......... 73
Tabla 4.18. Optimizacion de la Deseabilidad. ..............ccoooriiiiiiiiii e, 74
v

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1.
Figura 1.2.

Figura 1.3.
Figura 1.4.

Figura 2.1.
Figura 2.2.
Figura 2.3.
Figura 2.4.

Figura 2.5.
Figura 2.6.
Figura 2.7.
Figura 2.8.
Figura 3.1.

Figura 3.2.
Figura 3.3.

Figura 4.1.

CiClo el DIOAIESEL. ... e, 1

Producciéon mundial de biodiesel del 2008 al 2015 en millones de toneladas.

Precios del glicerol alrededor del mundo ($/Kg)......cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinennn, 2
Ejemplos de productos quimicos producidos por fermentacién microbiana de
glicerol bruto. Los circulos / posiciones indican las condiciones de
aerobiosidad en las que estos productos quimicos pueden ser producidos

por fermentacidbn microbiana y los principales grupos productores

g1 (o ] o =T o 1S TP 4
Estructura quimica del glicerol. ... 7
Tipos de glicerina, nivel de purezay apliCaciones...........ccceevvveevviiiiieeeeeeeennnns 9

Reaccion de transesterificacion de un triglicérido para producir biodiesel. ..11
Aspecto de diferentes corrientes de glicerol. A: glicerol puro; B: glicerol en
bruto con pH a 12; C: glicerol en bruto después del pH ajustado a 7.0; D:

glicerol en bruto después de que el pH se ajustoé a 7.0 y la separacion de

fases por Centrifugacion. ..........cccoooeeiiiiiiiiiice e 12
Principales rutas del metabolismo aerdbico del glicerol. ............c.cccoonnnee. 16
Mercados importadores de MEXICO. .........ooviuuiiiiiiiieee e 20
Mercados proveedores de acido Citrico a MéXiCo. .........cccovvvviiviiiiiieeeeeeeennns 21
Morfologia de ASpergillus NIgET. ... 24
Formacién de &cidos grasos libres a partir de la reaccién de los jabones con

[ [ PP EURRSTPP 33
Proceso de purificacion de la glicerina. ..............eeeevieeiiiiiiiiiiiee e 34
Coloracion adquirida de la curva de calibracién de acido citrico. ................. 40

a) Separacién de la fase organica de la fase acuosa a un pH=6.2, b)

Separacion de la fase organica de la fase acuosa a un pH=3.0. .............. 43

Figura 4.2. Imagenes de las principales etapas de eliminacion de impurezas de la muestra

Figura 4.3.
Figura 4.4.

(o3 48 {0 = TR PSRRI 46
Complicaciones generadas en las variantes del proceso de purificacion.....46
Placas inoculadas con Aspergillus niger en medio PDA. ..........cccooevivviinnnnnn. 49

Vi

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Figura 4.5. Esporas visualizadas al realizar el conteo en la cAmara de neubauer a través
del lente 40X de UN MICTOSCOPIO. .....uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiaeees 49
Figura 4.6. Medios de cultivo del primer disefio Plackett-Burman al final de su tiempo de
FEIMENTACION. oo 56
Figura 4.7. Medios de cultivo del segundo disefio Plackett-Burman al final de su tiempo
de fermENntacCiON. ... 59

Figura 4.8. Comparativa entre la fraccion de consumo de los dos disefios Plackett-

BUIMMAN. ... e 60
Figura 4.9. Crecimiento de diferentes cepas en el mismo medio de cultivo.................... 61
Figura 4.10. Curvas de Crecimiento, Consumo Produccion de A. niger. .........ccccvvveenn. 62
Figura 4.11. Curva de produccion de Acido CitriCO. ...........uuvieiiiieeeiiieiiee e, 63

Figura 4.12. Cinética presentada por Rywinska y Rymowicz (2009) Y. Lipolytica
WIATISIAVIA. .o 64
Figura 4.13. Crecimiento y morfologia de Aspergillus niger durante el seguimiento de su
(011 1< (o T 64
Figura 4.14. Diagrama de Pareto estandarizada para AC...........ccoovvvriviiiiiieeeeeeeeeiiinnn. 70
Figura 4.15. Lineas de contorno de la superficie de respuesta estimada (Sulfato de
Amonio contra Fosfato de Potasio). a) Acido citrico, b) Fraccion de consumo
de glicerol y €) BiOMasSa. ..........cuuuviiiiii e 71

Figura 4.16. Gréafica de Superficie (a) y de contorno (b) de respuesta de la optimizacion

de las MUItIPIES reSPUESTAS. .....eevv it 75
Figura 4.17. Crecimiento de A. niger en los medios formulados por DCC. ................... 76
vii

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



NOMENCLATURA

AC
Frac
HCI
H3sPOa4
H2S04
Cu
DCC
DPB
UsD
Ej
EtOH
FL
FCC

KOH
NaOH
Fe
HPLC

Mn

ton
USP

Zn

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica

Acido Citrico

Fraccion

Acido Clorhidrico

Acido Fosforico

Acido Sulfarico

Cobre

Disefio Compuesto Central
Disefio Plackett-Burman
Dolar Estadounidense
Ejemplo

Etanol

Fermentacion Liquida
Food Chemicals Codex
Gramos

Hidroxido de Potasio
Hidroxido de Sodio
Hierro

High performance liquid chromatography

Litro
Manganeso
Peso
Toneladas

United States Pharmacopeia

Volumen

Zinc

viii



AGRADECIMIENTOS

A mis padres y hermanos: por el apoyo brindado durante todo este proceso de
nuevo aprendizaje, las palabras de aliento, llevar conmigo problemas y estar siempre a

mi lado librando batallas.

A mis abuelitos, tias y primos: por estar dandome animos en cada momento,
regalarme momentos de relajacion a su lado, a Cris y Abril por ayudarme y desvelarse a

mi lado.

A mis amigos: a todos los que estuvieron conmigo en el proceso de todo el
proyecto, aguantando conmigo los momentos dificiles, haciéndome reir y hacerme

llevadero todo el proceso de escritura.

A los compaieros del TEC: aquellos estuvieron conmigo largas horas en el
laboratorio y que pudimos establecer buenos lazos, en especial a los doctores que me

ayudaron compartiéndome sus conocimientos.

A los compaiieros del PIQ: aquellos que estuvieron conmigo durante toda esta

nueva etapa, grandes personas y excelentes amigos que la vida me puso enfrente.

A mi mesa de evaluacion: a mi asesor, coasesor y sinodales que me fueron
forjando dudas y soluciones para asi fortalecer mi criterio, gracias a ustedes continuo la

linea del conocimiento.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) que por medio del
Posgrado de Ingenieria Quimica de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo me otorgaron la posibilidad de continuar con el aumento del conocimiento. Al
Instituto Tecnoldgico de Morelia, pues gracias a sus instalaciones se hizo posible esta

investigacion.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



GLOSARIO

Asexual
Acroleina
Amilaceos

Anabolismo

Anhidro

Biocombustibles

Biodiesel

Catabolismo

Combustion

Conidios

Corrosion

Detrimento
Digestion

Anaerdbica
Elongacién

Eutréfico

FCC

Que se produce sin intervencion ajena a si mismo.

Es un poderoso lacrimogeno. Se polimeriza faciimente.

Que contiene o se parece al almiddn.

Conjunto de procesos metabdlicos en los cuales se produce
la sintesis de moléculas a partir de otras mas simples.

Que no contiene agua.

Mezcla de sustancias organicas que se utiliza como
combustible.

Tipo de Biocombustible.

Fase del proceso del metabolismo en la cual se reducen
elementos a otros mas simples.

Reaccion quimica que se produce entre el oxigeno y un
material oxidable, que va acompafiada de desprendimiento
de energia y habitualmente se manifiesta por incandescencia
o llama.

Es una espora asexual inmovil formada directamente a partir
de una hifa o célula conidiégena o espordgena.

Deterioro de un material a consecuencia de un ataque
electroquimico por su entorno.

Dafio de un material.

proceso en el cual microorganismos descomponen material
biodegradable en ausencia de oxigeno.

Alargamiento.

Se dice del medio natural rico en componentes nutritivos,
especialmente en sales minerales.

Food Chemicals Codex
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Fermentacion

Hialinas Septadas

Hifas

Metabolito

Micelio

Oligoelementos

Saproéfito

Taxonomia

Transesterificacion
Traza

Ubicuas

USP

Proceso bioquimico por el que una sustancia organica se
transforma en otra, generalmente mas simple, por la accion
de un fermento.

Tejido transparente que divide de un modo completo o
incompleto en estructuras en otras mas pequefias.

Red de filamentos cilindricos que conforman la estructura del
cuerpo de los hongos multicelulares.

Sustancia producida durante el metabolismo.

Aparato vegetativo de los hongos que le sirve para nutrirse y
esta constituido por hifas.

Bioelementos presentes en pequefias cantidades en los
seres Vvivos y tanto su ausencia como su exceso puede ser
perjudicial para el organismo.

Organismos cuya alimentacion consiste en ingerir sustancias
organicas en estado de descomposicion.

Ordenacion jerarquizada y sistematica de los grupos de
animales y de vegetales.

Proceso de intercambiar el grupo alcoxi de un alcohol.
Rastro de un componente.

Presente a un mismo tiempo en todas partes.

United States Pharmacopeia
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El biodiesel es un combustible sustituto del gasoil, el cual normalmente es
producido partiendo de materias primas agricolas (aceites vegetales y/o animales) y
alcohol (metanol/etanol), el cual, a su vez, puede ser producido a partir de residuos
agricolas. Donde se extraen sus aceites, los cuales son procesados para su refinamiento
y por medio de una reaccién de transesterificacion se produce el biodiesel, sin embargo,
a partir de este proceso se produce una gran cantidad de glicerina cruda como
subproducto en un porcentaje aproximado del 10% (p/p) del total de la carga de aceite
alimentada, lo que significa una gran cantidad de glicerina cuando la escala productiva
aumenta, convirtiéndose en un problema de disposicion de subproductos, muy a pesar
de las numerosas aplicaciones industriales de estas (Acevedo & Hernandez, 2015). El

proceso evolutivo del ciclo del biodiesel se muestra en la Figura 1.1 a continuacion.
El CICLO DEL BIODIESEL

Aceite vegetal crudo

Semillas

r\\w\/ Wy 2 % Extraccion
P >
~

Energia
| Transesterificacién

Fotosintesis =
g g Vehiculos o

= S

Industria

Glicerina alimentaria

Industria
cosmética

Aceite vegetal refinado

Oleaginosas /-

£

Figura 1.1. Ciclo del biodiesel.

Actualmente, la produccion de biodiesel esta teniendo una rapida expansion,
dando como resultado, que el mercado se inunde con exceso de glicerol crudo. La
produccion mundial de biodiesel en 2013 fue de 27.06 millones de ton y en 2014 fue de

29.12 millones, lo que se traduce en un incremento del 7.6%. Con respecto a 2008, la
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produccion mundial se ha incrementado en un 65% aunque a partir de ese afo el

crecimiento es mas lento tal y como puede verse en la Figura 1.2.

Producciéon mundial de biodiesel 2008-2015
(millones ton)
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Figura 1.2. Produccién mundial de biodiesel del 2008 al 2015 en millones de toneladas.

El incremento de glicerina cruda proveniente de la industria del biodiesel, ha
impactado negativamente su mercado, desestabilizando el precio y disminuyendo la
rentabilidad que podrian obtener los productores. Esta variacion en cuanto a los precios
del glicerol se puede observar en la Figura 1.3 en donde se pueden notar la oscilacién

del precio del glicerol a nivel mundial en el paso de los afios.

Precios del Glicerol en el Mundo
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Figura 1.3. Precios del glicerol alrededor del mundo ($/Kg).
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La eliminacion del glicerol por combustion requiere condiciones de alta
temperatura, no faciles de alcanzar, que aseguren la eliminacion total de productos de
alto caracter toxico (ej. acroleina). La presencia de sales puede ser causa de problemas
de corrosion en las boquillas de los quemadores. Ademas, las cenizas procedentes de la
combustion (sales fundidas), principalmente potasio y sodio, se solidifican en los tubos
de los equipos mecanicos de generacion de vapor creando incrustaciones dificiles de
limpiar. (UDELAR (s.f)).

La situacién de la acumulacién del crudo, no solo ha ocasionado un problema
econdmico para las plantas de biodiesel sino también ambiental ya que en muchos casos

el glicerol crudo ha sido vertido en cuerpos de agua (Gomez & Cancino, 2011).

Por lo anterior, el manejo del glicerol residual plantea problemas que inciden en el
costo global del proceso de produccién de biodiesel, debido a lo cual se ha renovado el
interés por explorar nuevas alternativas para su procesamiento y/o disposicion final. El
impacto ambiental y los riesgos han de reenfocar el problema desde la perspectiva del
ciclo de vida, asi como de los métodos de proceso y produccion, los que a su turno
deberan encontrar acomodo dentro de las reglas que gobiernan el comercio internacional

de los biocombustibles.

La glicerina cruda contiene un alto grado de impurezas por lo que no tiene un alto
valor agregado, su purificacion a glicerol USP es costosa debido al nivel de
contaminantes contenido. Esto, da la oportunidad para hacer del glicerol, un blogue
fundamental dentro de los intermediarios quimicos con los procesos biotecnolégicos,
generando una menor huella ambiental, y desarrollando la glicerol-quimica. (Montoya &
Aragon, 2010).

Varios métodos de eliminacion y uso de este glicerol crudo se han intentado
(digestion anaerobia, alimentos para animales, y que incluye la combustion, compostaje,
conversiones termoquimicas/biolégicas) para convertir éste subproducto a productos con

valor agregado.
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El glicerol habia sido en gran medida descuidado como sustrato para
fermentaciones microbianas, la principal razén habia sido el alto costo del glicerol, sin
embargo, se invirtio esta situacion, y hoy en dia el glicerol se esta convirtiendo en el foco

de los sustratos de fermentacion a emplearse.

El exceso de glicerol residual puede utilizarse en procesos biotecnolégicos para
producir productos quimicos de valor afiadido para evitar la eliminacion de desechos y

aumentar la economia del proceso.

Los microorganismos son capaces de convertir el glicerol en una serie de
metabolitos (Figura 1.4), con rendimientos similares a los obtenidos al utilizar aztcares

como sustratos (Almeida, Favaro & Quirino, 2012).

{MICROAEROBIO)
E. COLI Y OTRAS BACTERIAS

Acido lactico
PHB

Acido glicérico

Dihidroacetona

1,3-FPropanodiol Acido succinico

Etanol ’
. Acido oxalico
2.3 - butanodiol Acido citrico
Butanol Manitol
Eritritol
ENTEROBACTERIACEAE Arabitol

(ANAEROBIO)

LEVADURAS Y HONGOS
FILAMENTOSOS
(AEROBIO)

Figura 1.4. Ejemplos de productos quimicos producidos por fermentacion microbiana de glicerol
bruto. Los circulos / posiciones indican las condiciones de aerobiosidad en las que estos
productos quimicos pueden ser producidos por fermentaciéon microbianay los principales grupos

productores microbianos.
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La capacidad de los microorganismos para aprovechar el glicerol crudo como una
fuente de carbono depende de la composicion del subproducto, ya que algunos de sus
compuestos pueden actuar como inhibidores o0 como nutrientes (Gomez & Cancino,
2011).

1.1 Planteamiento del problema

Para satisfacer las necesidades de una fuente de energia renovable se produce
biodiesel, un subproducto de esta energia es el glicerol, el cual a razén de tener muchas
impurezas es considerado residuo sin valor. Debido a la gran acumulacién de glicerol se
debe encontrar un método para convertirlo en un producto con valor agregado y asi evitar
un nuevo problema ambiental. ¢ Es el glicerol un medio viable para obtener acido citrico
como producto de un bioproceso?, ¢Bajo qué condiciones proporciona buenos

resultados?

1.2 Justificacion

Debido al incremento de la produccion del biodiesel hay una acumulacion de
glicerol crudo proveniente de dicha industria. Este crudo no tiene un trayecto fijo que
seguir después de ser separado de biodiesel, a causa de su composicion es considerado
un residuo peligroso por lo que es necesario una purificacion para asi poder enviarse a
una ruta consecuente; sin embargo, una nueva problematica se presenta, la separacion
de los componentes que lo hacen altamente impuro hacen demasiado costoso dicho
proceso. La aglomeracién del glicerol ha impactado negativamente su mercado, lo que
causa una desestabilizacion del precio y que disminuya la rentabilidad que podrian
obtener los productores del biodiesel. Esto, da la oportunidad para hacer del glicerol, un
bloque fundamental para los procesos biotecnologicos, posicionandose como un
intermediario quimico que no solo da una solucién para consumo de un residuo sino

también para obtener un producto de valor agregado y disminuir la huella ambiental.
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1.3 Hipotesis

El glicerol residual es un sustrato viable para la produccion de acido citrico por

medio de Aspergillus niger haciendo rentable el proceso.

1.4 Objetivos

Objetivo General

e Obtener &cido citrico por medio de fermentacion liquida con Aspergillus niger

empleando glicerol residual como sustrato.

Objetivos Especificos

e Caracterizar al glicerol residual y determinar su acondicionamiento para su
metabolizacion por Aspergillus niger.

e Determinar las condiciones de operacion para obtener un mayor rendimiento de la
produccién de acido citrico.

e Determinar la composicion del medio de fermentacion que ofrezca una alta
produccion del &cido citrico.

e Cuantificar el acido citrico producido en los medios de cultivo.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Glicerol.

El glicerol es un trialcohol que posee dos grupos hidroxilo primarios y uno
secundario (ver Figura 2.1), los cuales ofrecen diversas posibilidades de reaccion y es
debido a esto que se presenta la versatilidad en la misma. Es un compuesto quimico
basico obtenido principalmente como co-producto en la industria oleoquimica.
Naturalmente constituye el 10% de los aceites vegetales y grasas animales siendo
manipulado de éstos mediante la produccion de acidos grasos y jabon ademas de los
procesos donde se emplean reacciones de transesterificacion. Tradicionalmente el
glicerol se obtenia como subproducto de la saponificacion de las grasas en la industria
oleoquimica. Sin embargo, con el desarrollo de la industria petroquimica, se empez6 a
sintetizar a partir de la hidroxilacion del propileno. Por otra parte, es producido
sintéticamente por procesos petroquimicos desde epiclorhidrina, a partir del propileno
(Cardona, Posada & Quintero,2010). En la actualidad, con el auge en la produccion de

biodiesel, el mercado esta saturado de glicerol crudo.

Glicerol
C3HsO3

Figura 2.1. Estructura quimica del glicerol.

Es una de las sustancias mas versatiles gracias a su combinacion de propiedades
fisicas como quimicas que son manipuladas para diversos productos gracias a su
estabilidad y compatibilidad con otros productos (La Tabla 2.1 presenta algunas de las
propiedades fisicoquimicas del glicerol). La glicerina se emplea ya sea como ingrediente
o mediante su transformacion para productos cosméticos, cuidado personal, asi como

7
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también para productos alimenticios y medicamentos. El glicerol tiene una amplia gama
de aplicaciones industriales como: humectante, plastificante, emoliente, espesante,
disolvente, medio de dispersion, lubricante, edulcorante y anticongelante, aditivo o
material crudo en la industria farmacéutica y también es usado en la industria de

explosivos.

Tabla 2.1. Propiedades fisicoquimicas del glicerol.

Punto de ebullicion (se descompone) 290°C

Punto de fusion 18-20°C
Densidad relativa (agua = 1) 1.261
Solubilidad en agua Muy buena
Presion de vapor, Pa a 20°C <0.1

Densidad relativa de vapor (aire=1) 3.17

Punto de inflamacion 160°C
Temperatura de autoigniciéon 400°C
Volumen en el aire 0.9-?

Peso Molecular 92.1 g mol?
Apariencia Incoloro a marrén
Olor Inodoro a suave

2.1.1 Tipos de Glicerina.
Los grados comerciales de la glicerina para satisfacer los requisitos de la sociedad

se presentan como: glicerina cruda, glicerina grado técnico y glicerina refinada.

Glicerina Cruda (~80%). Es subproducto de la reaccion de transesterificacion de
las grasas animales y aceites vegetales a biodiesel. Este tipo de glicerina tiene una gran
cantidad de contaminantes como lo son: metanol (de acuerdo al alcohol empleado en la
conversion a biodiesel), agua, jabones y sales. Normalmente tiene un contenido de entre
40 y 88% de glicerol.
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Glicerina Grado Técnico (>97%). Es producto de la purificacion en donde han
sido removidos la mayoria de sus contaminantes (metanol, jabones, sales y otra materia

extrafia). Se encuentra disponible en el mercado.

Glicerina Refinada (Grado USP o FCC, >99.7%). Es un producto de calidad
farmacéutica, empleada en productos de consumo como alimentos, farmacos,
cosmeéticos y productos de cuidado personal, asi como en otras aplicaciones especiales.
Deben cumplir con las estrictas especificaciones de la United States Pharmacopeia
(USP) y el Food Chemicals Codex); cuando la glicerina es utilizada en productos de
consumo debe contener calidad y pureza debido a la importancia que esto conlleva para
el consumidor, entonces, el fabricante de estos productos de consumo especificara
mediante los grados USP y FCC la calidad de la materia prima refinada frente a la calidad
técnica para garantizar el producto ante sus clientes. Las empresas se ven sometidas a
un proceso de regulacion a sus instalaciones (nucleo del proceso de fabricacion),
meétodos de pruebas, inspeccion, almacenamiento y distribucion. La Figura 2.2 muestra
los 3 diferentes tipos de glicerina existentes, asi como sus aplicaciones y su nivel de

pureza que contiene cada una de ellas (Cardona, et. al., 2010).

Glicerina Cruda |c_e|_r!na_ rado Glicerina Refinada
echico (Grados USP y FCC)

CO_%ggggtgedel Purificacion Usada en
tra%sterificacién requerida. cosmeticos,
en la produccion Adecuada para farmacos y

de Eiodiesel aplicaciones de alimentos.

tipo industrial.
~80% Pureza >97% de Pureza >99.7 de Pureza
b / \ J \ y,

Figura 2.2. Tipos de glicerina, nivel de purezay aplicaciones.
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La Tabla 2.2 presenta algunas de las especificaciones de calidad y los rangos de
contaminantes presentes en cada uno de los tipos de glicerina existentes (Cardona, et.

al., 2010).

Tabla 2.2. Especificaciones de calidad para cada tipo de glicerina.

. Glicerina Glicerina Grado Glicerina Refinada
Propiedades o
Cruda Técnico Grado USP (99.7%)
Contenido de
_ 40-88% 98% min 99.7%
Glicerol
Ceniza 2% max N/A N/A
Contenido de
N/A 2% max 0.3% méax
Humedad
Cloruros N/A 10 ppm max 10 ppm max
Color N/A 40 méx (Pt — Co) 10 max (APHA)
Gravedad
N N/A 1.262 (a 25°C) 1.2612 min
Especifica
Sulfato N/A N/A 20 ppm méax
Andlisis N/A N/A 99 — 101% (base seca)
Metales Pesados N/A 5 ppm max 5 ppm max
Componentes ] ]
N/A 30 ppm max 30 ppm max
Clorados
Residuos de
o N/A N/A 100 ppm max
Ignicion
Acidos Grasos 'y
) N/A 1 max 1000 max
Esteres
Agua 12% max 5% max 0.5% max
pH (solucién 10%) 4-9 4-9.1 N/A
Residuos
. 2% max 2% max N/A
Organicos
N/A: No aplica
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2.1.2 Glicerol, subproducto de la produccién de biodiesel.

La composicion de la glicerina cruda depende directamente de la materia prima
utilizada y de las condiciones de operacion del proceso de produccion del biodiesel. En
general, el glicerol constituye hasta 60% a 85% (p/p) de la corriente cruda (Wen, Pyle &
Athalye, 2009).

Las diferentes grasas y aceites empleados para obtener el biodiesel presentan
grandes diferencias de acuerdo a su composicion quimica, cada una de ellas contiene un
esqueleto de tres carbonos y cada uno de estos carbonos tiene acoplada una cadena de
acidos grasos; dichas cadenas son las que reaccionan con alcohol (usualmente metanol)
para obtener el biodiesel. Se ha encontrado que la semilla de mostaza gener6 un nivel
mas bajo de glicerol (62%), mientras que el aceite de soja tenia 67.8% de glicerol y el
aceite vegetal residual tenia el nivel mas alto (76.6%) de glicerol (Wen, et. al., 2009). El
metanol, los &cidos grasos libres y los jabones son las principales impurezas contenidas
en el glicerol bruto. El metanol se debe a que en la produccién de biodiesel se utiliza un
exceso de metanol para impulsar la transesterificacion quimica y no se recupera todo el
metanol, la reaccion para la produccion de biodiesel se ve representada por la Figura 2.3.
Los jabones, que son solubles en la capa de glicerol, se originan a partir de una reaccion
entre los acidos grasos libres presentes en la materia prima inicial y el catalizador (base,
por lo regular NaOH o KOH).

Ademas del metanol y los jabones, el glicerol crudo también contiene una variedad

de elementos tales como calcio, magnesio, fésforo o azufre.

0 Il
|-|2f:—|:1—-!'|:—n1 Hxl-0—=C—R, HsC—OH
o
1 catalizador 1
HC-0—C—R; + 2R—0OH ~——— HyL{0—C—R; + HC—0OH |
;i g
1|
HyC—0—C—Ry HeC—0—C—Rg H.C—OH
Triglicéridos Alcohol Blodlesel Glicerina
isteres metlicns te dckios grases) {1,2,3-propanciricl)

Figura 2.3. Reaccion de transesterificacion de un triglicérido para producir biodiesel.
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El glicerol bruto derivado de la transesterificacion catalizada por alcali tiene
habitualmente un color marrén oscuro con un alto pH (11-12). Cuando se usa en
fermentaciones microbianas, el glicerol en bruto se disuelve en la solucién de medio y el
pH normalmente se ajusta a un intervalo neutro. Los aspectos que normalmente se
visualizan en estas etapas de acidificacion del glicerol se representan en la Figura 2.4 a
continuacion (Wen et. al., 2009).

Figura 2.4. Aspecto de diferentes corrientes de glicerol. A: glicerol puro; B: glicerol en bruto con
pH a 12; C: glicerol en bruto después del pH ajustado a 7.0; D: glicerol en bruto después de que el

pH se ajusté a 7.0 y la separacién de fases por centrifugacion.

El contenido de carbono en la glicerina obtenida a partir de aceites vegetales de
desecho es un 50% mas alto que el obtenido en la media para los aceites de primer uso;
esto probablemente se deba a la presencia de jabones, ésteres y glicéridos disueltos que
no reaccionaron (Cardona et. al., 2010).

Para la purificacion de la glicerina mediante un refinamiento quimico primeramente
se debe neutralizar el catalizador empleado debido a que éste suele acumularse en la
fase de la glicerina y no en la del biodiesel (en este paso también se presenta la
precipitacion de sales). Los jabones producidos se remueven por coagulacion y
precipitacion con cloruro férrico o sulfato de aluminio (para una mejor separacién se

centrifuga la muestra). Para este proceso es vital importancia mantener un control del pH

12
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pues valores altos llevan a la polimerizacién del glicerol y valores bajos llevan a su
deshidratacion. Como Uultima fase de la purificacion la muestra se somete a un

blanqueamiento empleando carbén activado o arcillas.

En un refinamiento fisico como primera etapa se eliminan las grasas, solidos y
componentes insolubles por medio de una filtracion y/o centrifugacion (se puede requerir
hacer ajustes del pH para dicha remocion). El agua empleada en los lavados es eliminada
mediante evaporacion. Por ultimo, la muestra se somete a destilacion con corriente de

vapor y al final se realiza un blanqueamiento con carbén activo.

La purificacion de la glicerina al 88% se diferencia de la glicerina al 95% y 98% en
gue en éstas ultimas se les retira casi el doble de agua en la torre de destilacion y para
la glicerina al 98% la decantacion se realiza a 5°C. Para la glicerina grado USP en la torre
de destilacion se aumenta la relacion de reflujo y la relacién de destilado-alimento para
obtener una corriente de salida mas rica; se emplea una resina de intercambio iGnico para
retirar un 95% de los triglicéridos que aln se encuentren presentes en la mezcla, con

esto que obtiene un refinamiento que cumpla con los requerimientos de pureza.

2.1.3 Usos del Glicerol Crudo

Al ser un producto de desecho, sumado que es de alto costo su purificacion para
la industria de alimentos, farmacéutica o cosmética, se busca arduamente encontrar una
forma alternativa de uso al glicerol. Para la transformacion de la glicerina cruda hacia
productos de valor agregado se han empleado métodos como los procesos de oxidacion,
la hidrogendlisis a glicoles, la eterificacion a poligliceroles, la pirolisis y la gasificacion
hacia gases de sintesis, compostaje, digestidon anaerobia, aditivo en alimentos para

animales, conversiones termoquimicas, asi como las rutas biotecnologicas.

Se ha informado de que el glicerol puede ser convertido termoquimicamente en

propilenglicol, acetol o una variedad de otros productos.
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Para las conversiones biolégicas del glicerol bruto, sirve como alimentacién en
varios procesos de fermentacion. Por ejemplo, se ha utilizado glicerol en la fermentacion
de Anaerobiospirillum succinici producens para la produccion de &cido succinico. La
fermentacion de E. coli en glicerol conduce a la produccion de una mezcla de etanol,
succinato, acetato, lactato, e hidrégeno. El glicerol también se puede convertir en &cido
citrico por la levadura Yarrowia lipolytica, éste organismo produce la misma cantidad de
acido citrico cuando se cultivan en glucosa o glicerol en bruto. Se ha encontrado también
que las cepas mutantes de acetato de Yarrowia lipolytica pueden producir altos niveles
de acido citrico, mientras que produce muy poco isocitrato. Ademas, se ha demostrado
que el Clostridium butyricum puede utilizar glicerol derivado del biodiesel para producir
1,3-propanodiol (un componente quimico importante con muchos usos industriales) en
cultivos discontinuos y continuos. Durante el proceso de fermentacién, el organismo

también produce subproductos de acido acético y butirico (Wen et. al., 2009).

El suministro de la glicerina cruda se mantuvo relativamente estable en el mercado
hasta 2003 (Cardona et al., 2010); desde entonces casi se ha duplicado mientras que la
demanda del producto ha permanecido sin cambios, por lo que, el exceso de ofertay la

carencia en la demanda causan que los precios de la glicerina se mantengan muy bajos.

2.1.4 Rutas al catabolismo aerobio del glicerol y su regulacién.

El primer paso de la asimilacion de glicerol es su transporte desde el medio de
fermentacién hasta el interior de la célula. El transporte de glicerol tiene algunas
caracteristicas Unicas que lo diferencian de los mecanismos de transporte de sustratos
microbianos habituales (por ejemplo, azlcares) ya que puede atravesar las membranas
bioldgicas por difusion pasiva, mientras que los azlcares no pueden. En hongos, opera
un sistema de transporte activo, que usualmente se acopla a la absorcién de protones
(es decir, simport de protones). La difusion facilitada y los sistemas de transporte activo
captan el glicerol dentro de las células microbianas, donde el glicerol entra en alguna via

catabolica.
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Los microorganismos utilizan varias vias para transformar el glicerol en
intermedios de la via glicolitica. La via mas comun es la via de fosforilacion, encontrada
en la mayoria de los eucariotas y muchas bacterias. La siguiente es la via oxidativa,
principalmente distribuida entre las bacterias. Por ultimo, tanto los hongos como las
bacterias utilizan algunas otras vias menores, que son esencialmente variaciones de las
dos vias principales. Debe indicarse, sin embargo, que mas de una via puede operar en
un microorganismo. Sin embargo, todas las vias utilizadas estan reguladas para asegurar

una asimilacion eficiente del glicerol (Fakas, Makri, Bellou & Aggelis, 2009).

El mecanismo regulador principal, empleado tanto por hongos como por bacterias,

es la induccion por el sustrato de glicerol de las enzimas de la via catabdlica.

Cualquiera que sea la via utilizada, el glicerol se transforma finalmente en
intermedios de la via glicolitica, como se representa en la Figura 2.5. Empleandose la
segunda rama de la via glicolitica para transformar estos intermedios en acido piravico y

desde alli en acetil-CoA.
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Figura 2.5. Principales rutas del metabolismo aerébico del glicerol.

Los estudios sobre la regulacion del catabolismo del glicerol en hongos son

bastante escasos, y la mayoria de ellos se refieren a levaduras.
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2.2 Acido Citrico
2.2.1 Propiedades fisicoquimicas

El acido citrico es una sustancia inodora, incoloro con un agradable, aunque fuerte
sabor acido. Algunas de las caracteristicas del acido citrico en solucion y en forma

anhidra se representan en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Propiedades fisicas del acido citrico en solucion y de forma anhidra.

Sol. Saturada Anhidro
Cristaliza <36.6°C >36.6°C
Cristales Transllcidos e incolorosy  Translucidos e incoloros,
pertenecen al sistema gue pertenece a la clase
ortorrombico holoédrica del sistema
monoclinico.
Densidad Relativa 1.542 1.665
Calor de Combustion 30°C de 1973 kJ/mol 30°C de 1990 kJ/mol
Ablandamiento 75°C -
P.F. 100°C 153°C

2.2.2 Produccién

Ademas de &cido citrico en frutas se encuentra en casi todas las especies de
plantas y animales en diferentes proporciones como se menciona en la Tabla 2.4 (Verhoff,
2006).
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Tabla 2.4. Contenido de acido citrico en algunas frutas comunes.

Frutas Comunes Contenido de &cido citrico (mg/100ml)
Lima 7000
Limon 5630
Frambuesa 2480
Grosella Negra 1170
Tomate 1018
Pifia 605
Fresa 580
Arandano 202

Manzana 14

Cerca de 100 afios después de que el AC habia sido aislado de los citricos, se
sintetiza a partir de glicerol (Verhoff, 2006). El AC fue aislado por primera vez por Scheels
Karls en 1874, en Inglaterra, a partir del jugo de limén importado de Italia. El hallazgo, en
1893, a raiz de que ciertos microorganismos secretan AC cuando se cultivan en medios
de azucar surgi6 la posibilidad de producir el &cido comercialmente por fermentacion. El
proceso industrial se abrié por primera vez por James Currie, en 1917, quien encontro
que Aspergillus niger tenia la capacidad de producir cantidades significativas de AC en
medio a base de azucar. La primera operacion exitosa de este tipo comenzé 1923 en
Nueva York. (Mufioz, Saenz, L6pez, Cantu & Barajas, 2014).

La produccion de AC se realiza desde principios del siglo XX por métodos
fermentativos, obteniendo mucho mejor rendimiento que por procesos de sintesis
quimica. La mayor parte del AC se fabrica a través de medios biolégicos, principalmente
a traves de la fermentacion sumergida de medios basados en almidon/sacarosa (melaza)
exclusivamente por el hongo filamentoso Aspergillus niger debido a su alta productividad
a pH bajo sin la secrecién de subproductos téxicos. EI AC se considera como un
metabolito del metabolismo energético cuya concentracion aumentara a cantidades
apreciables so6lo en condiciones de desequilibrios metabdlicos sustanciales. En los
ultimos afios, se han investigado varios residuos y subproductos de residuos agricolas
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por su potencial para ser utilizados como sustrato para la produccioén del acido citrico
mediante fermentacion en estado solido. Entre ellos se encuentran la melaza, los
residuos de orujo de frutas, el salvado de trigo, la cascara de café y el bagazo de yuca,
entre otros, que se utilizan en compostaje o vertidos en rellenos sanitarios y causan

riesgos ambientales.

La produccion de acidos organicos mediante el uso de microorganismos constituye
una fuerza motriz de gran importancia para el estudio de regulaciones metabdlicas, lo

cual permite el desarrollo de la biotecnologia.

El AC es el 4&cido organico méas importante, cuya produccién mundial ha llegado a
1.6 millones de toneladas anuales y se ha obtenido un crecimiento anual de 3.5 a 4.0%

de la demanda/consumo de &cido citrico.

En el mercado global, la mayor planta de produccion se encuentra en Estados
Unidos, la empresa Pfizer. Segun la ECAMA (European Citric Acid Manufacturers
Association) hay cuatro empresas que comercializan citrico en la Union europea: Gadot
Biochemical Industries Itd, en Israel; Citrigue Belge, en Bélgica; Jungbunzlauer, en
Francia y Cargill en Alemania. China esta entrando en el mercado e implantando plantas
con productos muy competitivos, que estan revolucionando el mercado mundial del AC
(ECAMA,2012). La situacion comercial del acido citrico en México se representa en la
Tabla 2.5 (Trade Map,1999-2015).

Tabla 2.5. Estadisticas del comercio en México para el acido citrico.

Ao Exportacién (Ton) Importacion (Ton)
2012 110 851 59 088
2013 149 441 55 216
2014 1017 640 54 412
2015 790 056 57 583
2016 504 581 64 390
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México se ha encargado de proveer acido citrico principalmente a Estados Unidos
y a Cuba principalmente, entre el afio 2013 al 2014 hubo un auge en la cantidad
exportada a EU alcanzando una cantidad de arriba de 800 mil USD provista a este pais;
después del 2014 dicha exportacion fue decreciendo y se ha mantenido en caida hasta
la fecha. La exportacion hacia Cuba se mantuvo creciendo linealmente hasta el afio 2015,
donde comienza a tener un crecimiento menor como se puede observar en la Figura 2.6
(Trade Map,1999-2015).
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Figura 2.6. Mercados importadores de México.

Por otro lado, México importa en sobremanera AC desde China manteniéndose
sobre los 30 000 miles de USD por afio como se expresa en el grafico de la Figura 2.7
(Trade Map,1999-2015). Debido a dichas cantidades expresadas en la importacion y
exportacion que maneja México para este producto organico es palpable la necesidad de
incursionar en las opciones a considerar para generar este producto agregado y proveer

a México de una fuente de suministro necesaria en la vida humana.

20
Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



40.000

30.000—

20.000—

10.000 =

f = T T T T
2012 2013 2014 2015 2016
China —— Canadd —— Estades Unides de América Brasil —— Bélgica

Figura 2.7. Mercados proveedores de acido citrico a México.

2.2.3 Aplicaciones Industriales
Alrededor del 99% de la produccion mundial de &cido citrico se produce a través
de procesos microbianos, que pueden llevarse a cabo utilizando la superficie o cultivos
sumergidos. El producto se vende como un acido anhidro o monohidrato, vy
aproximadamente el 70% de la produccion total de 1,5 millones de toneladas por afio se
utiliza en la industria de alimentos y bebidas como acidificante o antioxidante para
preservar o mejorar los sabores y aromas de jugos de frutas, helados y mermeladas. 20%
se usa, como tal, en la industria farmacéutica como antioxidante para conservar las
vitaminas, efervescentes, correctores de pH, conservantes de sangre, o en la forma de
citrato de hierro como fuente de hierro para el cuerpo, asi como en tabletas, ungientos y
preparaciones cosmeticas. En la industria quimica, se utiliza el 10% restante, se emplea
como un agente de formacion de espuma para el ablandamiento y el tratamiento de los
textiles. En la metalurgia, ciertos metales se utilizan en forma de citrato. EI AC también
se utiliza en la industria de los detergentes como un sustituto de fosfato, debido al menor
efecto eutrdfico, y en el cemento al endurecimiento de éste (Kumar y col. 2008), en el
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area de materiales es ampliamente usado para la obtencién de hibridos mediante la

sintesis tipo sol-gel.

Los estudios revelan el uso potencial de acido citrico en biopolimeros, para la

administracion de farmacos, ingenieria de tejidos para el cultivo de una variedad de

células y muchas otras aplicaciones biomédicas prometedoras, ademas del uso

ambientalmente sostenible de AC para la eliminacion eficiente de residuos de flujo post-

soldadura por los militares. La Tabla 2.6 resume las aplicaciones del acido citrico
(Vandenberghe, et. al., 1999).

Tabla 2.6. Aplicaciones del &cido citrico.

Industria Aplicaciones
Proporciona acidez y complementa los sabores de frutas y bayas.
Bebidas Aumenta la eficacia de los conservantes antimicrobianos. Se utiliza
en el ajuste del pH para proporcionar acidez.
Jaleas,
mermeladasy Proporciona acidez. Ajuste de pH.
conservas
Dulces Proporciona acidez. Minimiza la inversion de sacarosa. Produce color

Fruta congelada

Productos
|acteos

Grasas y aceites

Productos
farmacéuticos

Cosmeéticos y
articulos de
tocador
Limpieza de
metales

Otros

oscuro en caramelos duros. Actia como acidulante.

Disminuye el pH para inactivar las enzimas oxidativas. Protege el
acido ascorbico al inactivar metales traza

Como emulsionante en helados y quesos procesados; Agente
acidificante en muchos productos de queso y como un antioxidante.
Sinérgico para otros antioxidantes, como secuestrante.

Como efervescente en polvos y tabletas en combinacién con
bicarbonatos. Proporciona una rapida disolucion de los ingredientes
activos.  Acidulante en  formulaciébn  astringente  suave.
Anticoagulante.

Ajuste de pH, antioxidante como un quelante de iones metalicos,
agente tampon.

Elimina 6xidos metélicos de la superficie de metales ferrosos y no
ferrosos, para la limpieza preoperacional y operativa de 6xidos de
hierro y cobre

En galvanoplastia, cobre, curtido de cuero, tintas de impresion,
compuestos de lavado de botellas, cemento para pisos, textiles,
reactivos fotogréaficos, hormigén, yeso, refractarios y moldes,
adhesivos, papel, polimeros, tabaco, tratamiento de residuos,
neutralizante y agente buffer.
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El AC solo se acumula cuando varios nutrientes se encuentran a alta
concentracion (azucar, acidez y oxigeno disuelto) y otros, se encuentran en condiciones
sub-6ptimas (elementos traza, nitrogeno y fosfato); observacion que realizaron Shu y
Johnson (1948). Papagianni, 2007, en acuerdo con reportes anteriores, comenta que son
muchos los eventos bioquimicos que contribuyen en conjunto a esta sobre-produccion y
que, dada su naturaleza bioquimica, es imposible valorar la influencia de factores
individuales sin tener en cuenta la influencia de los otros. El acido citrico, en condiciones
naturales no puede ser producido como metabolito primario en altas cantidades. Por lo
tanto, cualquier excrecion elevada se interpreta como el resultado de una irregularidad
metabdlica causada genéticamente o de un desbalance metabdlico severo, que puede

obedecer también a condiciones ambientales (Gomez, Sanchez & Mufioz, 2014).

2.3 Aspergillus
Es un hongo filamentoso, su nombre hace referencia al color negro de sus esporas.
Se clasifica dentro de la familia Trichocomaceae, orden Eurotiales, clase Eurotiomycetes,

filum Ascomycota.

Aspergillus niger es un miembro del género Aspergillus que incluye un conjunto de
hongos que generalmente se consideran asexuales, aunque se han encontrado algunos
hongos que se reproducen sexualmente. El género Aspergillus incluye una gran cantidad
de especies que son ubicuas en la naturaleza. Estan ampliamente distribuidos y se han
observado en una amplia gama de habitats, ya que pueden colonizar una gran variedad
de sustratos. Particularmente, A. niger se encuentra comunmente como saprofito que
crece en hojas muertas, granos almacenados, pilas de composta y vegetacion en

descomposicion (Juarez & Favela, 2015).

2.3.1 Morfologia
Aspergillus niger segun la taxonomia moderna se encuentra en el phylum
Ascomycota, dentro de la clase de los Eurotiomycetes. Es un hongo ubicuo que crece
muy rapido. Las cepas se pueden aislar de muchos habitats ecoldgicos diferentes, tales
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como el suelo, restos vegetales, fruta podrida, medios aéreos, incluso en interiores.
Macroscopicamente, este hongo se identifica por formar colonias de fieltro color amarillo
e hifas blancas, volviéndose negro con la formacion de conidios. MicroscOpicamente, A.
niger pos sus hifas hialinas septadas y conidiéforos asexuales son identificados por ser
largos, lisos, incoloros o de color café, con fialides biseriadas y conidios redondos y
globosos en la punta, como se puede apreciar en la Figura 2.8. La cabeza conidial, su
color, forma, tamafio y organizacion de las partes es caracteristico de cada especie. Las
cabezas de A. niger son mas largas, radiadas y negras, amarillosas-cafesosas. La
pigmentacidén, es una caracteristica inherente de cada especie y puede reflejar la
capacidad de absorcion de algun pigmento de una fuente externa. (Gomez, Sanchez &
Mufioz, 2014; Juarez & Favela, 2015).

|

I8

J
Célula xpier "

Figura 2.8. Morfologia de Aspergillus niger.

2.3.2 Caracteristicas
Este hongo es empleado en varios procesos industriales, por la variedad de
enzimas que produce y por qué no necesita medios exigentes ni condiciones estrictas

para su crecimiento.

A partir de la construccion de las rutas metabdlicas los autores investigaron porqué

A. niger es un eficiente productor de acidos organicos. Lo que se explica por el hallazgo

24

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



de numerosas enzimas involucradas en la formacion del principal precursor del citrato, el
oxaloacetato. En total se encontraron 2 piruvato carboxilasas (una citoplasmatica y una
mitocondrial), 4 malatos deshidrogrenasas (3 citoplasmaticas y una mitocondrial),
ademas se encontré un transportador mitocondrial de oxaloacetato, 4 citrato sintasas
(una citosdlica y tres mitocondriales). También se encontrdé redundancia de la enzima
aconitasa. Adicionalmente se encontraron tres transportadores de acido citrico en la

membrana citosolica (University of Groningen, 2007).

Las principales ventajas de A. niger sobre muchos otros microorganismos son su
facilidad de manejo/siembra, su capacidad para fermentar una variedad de materias
primas, preferiblemente residuos de residuos agricolas y altos rendimientos del producto.

Ademas de ser una cepa econdmicamente eficiente.

Estos hongos filamentosos son los microorganismos mas adecuados para crecer
sobre diversos sustratos. La regulacion fina y el control del flujo glicolitico, la secrecién
de acido citrico de las mitocondrias y el citosol, y las caracteristicas de crecimiento y
adaptabilidad de A. niger en diversos habitats juntos contribuyen a la acumulacién masiva
de AC. La regulacion de diferentes enzimas metabdlicas, junto con el efecto de varios
factores positivos sobre el flujo glicolitico, favorece una alta formacién de AC y una

degradacion aun mas baja a través del ciclo.

2.3.3 Fermentacion Liquida

Sobre otros tipos de fermentaciéon, FL presenta varias ventajas, tales como una
mayor productividad y rendimiento, menores costos laborales y menor riesgo de
contaminacion. Los procesos de fermentacion sumergidos pueden realizarse en
fermentacion por lotes y en lotes alimentados. Dependiendo de las condiciones de
fermentacion, se concluye en 5 a 12 dias. Aunque la fermentacion sumergida es el

método ampliamente empleado para la produccion en masa de AC.

La obtencion de AC esta fuertemente influenciada por la composicion del medio,
especialmente en los procesos de fermentacion sumergida. Se ha demostrado que los
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factores que afectan principalmente a la fermentacion citrica son el tipo y la concentracién
de la limitacion de fuente de carbono, nitrogeno y fosfato, pH, aire, la concentracion de
oligoelementos, y la morfologia del microorganismo productor. Ciertos nutrientes tienen
que presentarse en exceso (tales como azlcares y proteinas), otros en los niveles
limitantes (aquellos que contengan fosfato) y otros por debajo de los valores umbral bien
establecidos (por ej. trazas de metales, particularmente de manganeso) (Mufioz, Saenz,
Lépez, Cantu & Barajas, 2014).

Para conseguir acumular AC se debe bloquear su transformacion en isocitrato,
esto se consigue al reducir la presencia de iones hierro, cofactor de la aconitasa (enzima
que cataliza este proceso). Pero este bloqueo podria causar la muerte del hongo
productor. Otro punto a considerar importante en la fermentacion, es la pérdida de
oxalacetato, intermediario previo a la formacion de AC. Esto acurre por la oxalacetato
hidrolasa, enzima que lo convierte en oxalato y acetato, a pH superior a 4. Para evitarlo,
se trabaja a pH 3.5 (o valor menor) donde esta enzima en principio, queda desactivada.
Para la expulsion del acido citrico fuera de la célula, se consigue aumentando los niveles
de manganeso, que forma parte de la sintesis de lipidos de membrana plasmatica. Se
consiguen membranas mas permeables, que facilitan la excrecion del producto celular
(Goémez et. a., 2014).

2.3.4 Sustratos

La mayor parte de la produccién a nivel industrial implica la fermentacién
sumergida utilizando A. niger cultivado en medios que contienen glucosa o sacarosa,
especialmente de subproductos de la industria azucarera. Aparte de esto, se han
empleado otras fuentes de materias primas como fuentes de carbono, tales como
hidrocarburos, residuos de residuos agroindustriales y otros materiales amilaceos; como
lo son el arroz, el maiz y los granos de cereales, la paja de trigo y arroz, la pulpa de la
manzana, la médula de coco, los residuos de frutas, los desechos de té y café, los

residuos de yuca y los granos de destileria entre otros.
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Ademas de la fuente de carbono, la concentracidn de éste nutriente es critica para
la produccion de acido citrico. Una alta concentracion de azlcar incrementa la actividad
de algunas enzimas glicoliticas y de la importante enzima piruvato carboxilasa que
promueve la sintesis de oxalacetato necesario para el ciclo de Krebs (Gémez et. al.,
2014).

2.3.5 Fuente de Nitrégeno

Una concentracion elevada de nitrdgeno aumenta la formacion de biomasa,
controla el pH y el consumo de azlcares, pero disminuye la cantidad de AC producida.
(Vandenberghe, Soccol, Pandey & Lebeault, 1999). Entonces, la concentracion de fuente
de nitrégeno requerida para la fermentacion del AC va a depender el sustrato empleado

como fuente de carbono y del volumen del medio.

Fisiolégicamente los compuestos de amonio son los preferidos, debido a que,
durante su consumo, el pH del medio disminuye, pre-requisito para la produccion de AC
(Goémez et. al., 2014).

2.3.6 Fuente de Fosforo

El hongo requiere fésforo a una concentracion de 0.5 a 5.0 g/l aproximadamente
en un medio quimicamente definido para la produccion maxima de AC. Los bajos niveles
de fosfato favorecen la produccién, sin embargo, se demostré que la presencia de exceso
de fosfato conduce a la formacion de ciertos &cidos azucarados, a una disminucion de la
fijacion de CO2 y a la estimulacion del crecimiento del microorganismo (Vandenberghe,
Soccol, Pandey & Lebeault, 1999).

De acuerdo con Shu & Johnson (1948) los fosfatos son limitantes para la
produccion de AC. Sin embargo, cuando los metales trazas no son limitantes, incrementar
la concentracion de fosfatos puede resultar en reacciones colaterales e incremento de la
biomasa, con detrimento de la produccion de acido citrico (Papagianni et al, 2007; Gémez
et. al., 2014).
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Nutrientes

Los nutrientes afectan la reproduccion y el crecimiento de A. niger, lo que conduce
a un efecto sobre la produccion de AC. Los nutrientes han sido de gran interés para los
investigadores debido al efecto de estos factores sobre la actividad metabdlica de A. niger

y la tasa de produccién de AC.

2.3.7 lones Metalicos

Este organismo requiere ciertos metales traza para el crecimiento. Los metales
gue deben ser limitantes incluyen Zn, Mn, Fe, Cu, metales pesados y metales alcalinos.
Se sabe que algunos iones metalicos inhiben la produccion de CA por A. niger en
fermentacién sumergida incluso a una concentracibn muy baja. Por lo tanto, la
concentracion de estos metales pesados debe disminuir muy por debajo de la
concentracion requerida para un crecimiento Optimo, asi como para la produccion

maxima de CA.

El anabolismo celular de A. niger se ve afectado por la deficiencia total de Mn y/o
la limitacion de nitrogeno y fosfato. EIl manganeso también ha demostrado ser importante
en muchas otras funciones celulares, especialmente la sintesis de la pared celular, la

esporulaciéon y la produccion de metabolitos secundarios (Gémez, et. al., 2014).

Se encontr6 que el Fe, Cu, Mny Zn, en concentraciones muy bajas y controladas,
son esenciales para una 6ptima acumulacién de &cido citrico (Gomez, et. al., 2014). Shu
y Jhonson (1948), demostraron que la produccion de &cido citrico se ve drasticamente

afectada por altas concentraciones de Mn.

La deficiencia de Mn ocasiona reduccion de la actividad de algunas enzimas de la
via anabdlica de las pentosas fosfato y concentra la actividad en el ciclo de acidos
tricarboxilicos, hecho favorable al proceso industrial. Adicionalmente resulta en dafios en
el anabolismo, entre los cuales se destaca la generacién de un consorcio de iones amonio

como resultado de la degradacion proteica, esta alta concentracion de amonio intracelular
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es un potente regulador de la fosfofructokinasa, ya que la libera de la inhibicién por citrato
(Gbémez et. al., 2014).

El cobre, se utiliza para controlar la morfologia. Si se utiliza en exceso, inhibe
completamente el crecimiento y genera una estructura peletizada muy densa, la cual es
improductiva. El cobre no sélo inhibe el crecimiento sino también la produccion de AC,
por inhibicién de enzimas como la aconitasa e isocitrato deshidrogenasa. El contenido de
ADN y proteinas decrecia mientras que los lipidos y polisacaridos aumentaban por efecto
de este elemento. Altos niveles de cobre pueden inhibir el transporte de citrato (Gomez
et. al., 2014).

El hierro y el manganeso, en exceso, por su parte tienen efectos completamente
contrarios al presentado por el Cu. Siendo activadores del crecimiento, ocasionan
elongacion de hifas y finalmente un caldo espeso donde la transferencia de oxigeno es
ineficiente y ocasiona baja acumulacién de AC. La excrecion del citrato al exterior de la
célula sélo puede demostrarse previo al cultivo de A. niger en condiciones deficientes de
Mn (Gomez et. al., 2014).

Condiciones Ambientales
Las condiciones ambientales influyen en los procesos biolégicos potenciando o
controlando las actividades microbianas. La temperatura y el pH son los principales

factores ambientales que intervienen en el crecimiento celular.

2.3.8 Temperatura

Los microorganismos pueden crecer en un rango de temperaturas especifico como
se puede apreciar en la Tabla 2.7, en general, aquellos dedicados a degradar sustancias
organicas son del tipo mesofilo los cuales tienen una temperatura éptima de 30° C, dado
gue a mayores valores la estabilidad de las enzimas se ve afectada por su
desnaturalizacion y la integridad de su membrana plasmatica pierde funcionalidad y
estabilidad. A menores temperaturas las enzimas pierden flexibilidad y la membrana

plasmatica reduce su capacidad de transporte activo. Los microorganismos psicrofilos y
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los hipertermofilos lograron adaptaciones tales que sus enzimas y membranas
plasmaticas no se afectan a las temperaturas extremas en las que evolucionaron (Gémez
& Cancino, 2011). Las fermentaciones como es de esperarse, también se ven afectadas

por la temperatura.

El efecto de la Temperatura es de vital importancia porque debe tomarse en cuenta
la temperatura 6ptima de crecimiento de la cepa. Para el caso de A. niger maneja un
rango de temperatura que va de los 20°C a los 35°C por lo que se considera dentro del

tipo mesofilos.

Tabla 2.7. Temperatura 6ptima de crecimiento de las cepas.

Clasificacion Rango Temperatura Optima
Hiperterméfilos <70°C -
Termofilos 28 -80°C 50 -60 °C
Mesdfilos 10-45°C 20-40°C
Psicrofilos -5--30°C 10-20°C

2.3.9 pH

Los hongos prefieren ambientes acidos que van de 1 a 3 unidades de pH
comportandose como microorganismos acidofilos. Los valores maximos y minimos de
supervivencia de un microorganismo difieren en tres unidades. El nivel de pH puede
afectar actividades celulares tales como el transporte activo de la membrana plasmatica

y el equilibrio de las reacciones catalizadas por enzimas (Gémez & Cancino, 2011).

El efecto del pH es de suma importancia al llevarse a cabo un proceso
fermentativo, debido a que la mayoria de los microorganismos crecen en pH cercanos a
la neutralidad, aunque algunos son capaces de crecer en medios acidos. Dependiendo
del rango de pH del medio en donde se desarrollen los microorganismos se clasifican de
acuerdo a la Tabla 2.8.
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Tabla 2.8. Clasificacion de los microorganismos segun su pH.

Clasificacion pH externo pH interno
Acidofilos 1-5 6.5
Neutrofilos 55-85 7.5
Alcaldfilos 9-10 9.5

El pH es importante primero, porque las esporas requieren un pH relativamente
alto para germinar (3 - 5); y segundo, porque mantener un pH bajo favorece el proceso
de la fermentacion. El pH 6ptimo para la fermentacidén se encuentra entre 1.7 y 2.0, valor
que favorece la produccion de acido citrico y que permite controlar poblaciones
contaminantes y la produccion de otros metabolitos como el &cido oxalico y gluconico que
tienden a acumularse a pH superiores (Gémez et. al., 2014). De acuerdo con Papagianni
(2007), incrementar el pH a 4.5 durante la fase de produccion podria reducir el
rendimiento de la fermentacion en 80% y afectar negativamente la morfologia del

microorganismo.

2.3.10 Agitacioén

La agitacidon es considerada como uno de los parametros mas importantes en las
fermentaciones aerobias, ya que asegura la homogeneidad con respecto a la temperatura
y al medio ambiente. Mejora las condiciones de crecimiento microbiano y permite una
distribucion uniforme y mas eficaz de la suspension de esporas, del agua necesaria para

el control de la humedad y/o de cualquier otra solucién nutritiva, si es necesario.

Aunque se ha establecido que existe una estrecha relacion entre la morfologia del
hongo y la productividad en acido citrico (Papagianni, 2007); no existe un acuerdo acerca
de si la morfologia mas adecuada es la filamentosa o la peletizada, ambas morfologias

dependen de condiciones de cultivo y genotipo de la cepa (Gémez et. al., 2014).
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2.4 Antecedentes

De acuerdo a la bibliografia consultada, se presentan los resultados de algunas

investigaciones conforme al microorganismo, asi como del sustrato empleados que

representan el antecedente del cual se parte en este trabajo en la Tabla 2.9.

Tabla 2.9. Compilado de investigaciones donde sus resultados sugieren puntos

relevantes para anteceder el trabajo a desarrollarse.

Autor Afio Sustrato Microorganismo Resultado
Jaehoo & Los requerimientos de N para la producciéon de
1991 Sacarosa A. niger acido citrico deben estar acorde a la concentracion
Young
de fuente de carbono que se emplea.
Samra Suero de Se alcanzé una produccién maxima de 1.06 g/l de
ot algy 1996 leche A. niger acido citrico empleando el suero de leche
T desproteneizado
Infante et Primer informe donde se reporta que la deficiencia
al ‘ 1999 Glucosa A. wentii de metales traza provoca un incremento en la
) produccién de &cido citrico
. Sacarosa y . Se producen bajas cantidades de &acido citrico
Saezet.al. 2002 Almidon A. niger ALOL (1.1139g/l en sacarosa y 0.209 g/l en almiddn).
El cultivo sumergido favorecié el crecimiento del
Abinet. Al. 2004 Azuc:ilr de A. niger O-5 hongo y su producmon de amdt_)' citrico se
cafia incrementd en casi 5 g/L con relacion al cultivo
superficial a los 7 d de incubacién.
Rymowicz . Cepas mutantes de . L .
et al. 2006 Glicerol acetato de Y. Lipolytica, Producen altos niveles de &cido citrico.
Los resultados muestran que el medio con base en
Goma (_:ie . la goma de A. occidentale es adecuado para el
Mesa et. al. 2007 Anacardium A. niger ATCC 11414 o : . - e
; crecimiento de A. niger y podria ser util en
occidentale e -
aplicacion biotecnolégica.
Platano
Velasquez 2010 domlnllco A. niger La gflplengla de produccién se obtuvieron 13.5 g/L
et. al. hartén de &cido citrico.
maduro
Vieira et. . Y.lipolytica IMUFRJ  La produccién maxima de &cido citrico fue 16.49 g
2010 Glicerol - .
al. 50682 / L empleando glicerol residual.
Sanchez Altas concentraciones de glucosa y bajas
et al 2010 Glucosa A. niger 10 concentraciones de iones divalentes presentan
e mayor acumulacién de &cido citrico.
A. niger tiene la capacidad de desdoblar por si
mismo la lactosa por lo que los hidrolizados no son
Lealet.al. 2011  Suero lacteo A. niger 765 necesarios. Para el suero entero se produjeron 8.7
g/l de éacido citrico y para el suero hidrolizado 9.6
g/l
el P y K son nutrientes fundamentales y
Gomez et. A. niger mejorada por determinantes para el rendimiento y productividad
2012 Sacarosa L L PR .
al. uv de la fermentacién de &cido citrico, asi como para

la produccién de biomasa y expresiéon morfolégica
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Purificacion del Sustrato
La materia prima fue otorgada por Biodiesel Moreco S. A. de C. V. que es una
empresa dedicada a la recoleccidon de aceites vegetales y grasas animales de desecho

para su posterior conversion a biodiesel; ubicada en Tarimaro, Michoacan

Haciendo una adaptacion de la metodologia empleada por Robles y Quesada

(2013), se tiene a continuacion.

Se coloca una muestra de glicerol en un matraz balén y se destila el exceso de
metanol a 75°C (64.7°C punto de ebullicion del metanol) empleando un sistema de

destilacion simple.

Una vez eliminado el metanol, se coloca la muestra caliente en un vaso de
precipitados, donde se mantiene a 60 °C en un bafio maria con agitacion constante. El
pH de la muestra se ajusta a un valor de 3.0 con HCI, a continuacién, la muestra se coloca
en un embudo separador para el proceso de decantacion, donde se observa la formacién
de dos fases, la capa superior es la fase organica compuesta de jabones y 4cidos grasos
libres; y la capa inferior es la fase acuosa donde se encuentra la glicerina. Al hacer el
ajuste del pH partiendo de un pH de 10 - 11 hasta acidificar la muestra (pH menor a 4)
los jabones se convierten en acidos grasos libres como se muestra en la Figura 3.1 a

continuacion, dando como resultado una solucién turbia.

O O
+  Ha — | + NaCl
NaO-C-R HO-C-R
Jabén Acido Graso

Figura 3.1. Formacion de acidos grasos libres a partir de la reaccién de los jabones con HCI.
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La fase acuosa se recolecta en un vaso de precipitados, y por cada muestra de
250 mly se le adicionan 20 ml de EtOH al 95 %, lo cual genera la precipitacion de algunas
sales. Posteriormente se filtra con vacio empleando papel filtro Whatman #4 y se
realizaran varios lavados con porciones de 10 ml de etanol para evitar que la muestra

guede retenida en las sales.

A continuacion, la muestra se neutraliza a un pH de 7.0 con NaOH, y nuevamente

se realiza en proceso de filtracion para eliminar las nuevas sales inorganicas formadas

Por ultimo, se realiza una destilacion para eliminar el etanol empleado y la mayor

cantidad posible de agua.

Se resume todo este proceso en la Figura 3.2, presentada a continuacion.

Glicerina Evaporacion Acidificacion
Cruda a75°C con HCI
Neutralizacion e Precipitacion .
con NaOH Filtracion con EtOH Decantacion
Filtracion Evaporacion Glicerina
Concentrada

Figura 3.2. Proceso de purificaciéon de la glicerina.

34

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



3.2 Caracterizaciéon del Sustrato
Una vez obtenidas las muestras para cada una de las etapas de purificacion
seleccionadas para los ensayos se procede a hacer las siguientes pruebas para

caracterizacion fisicoquimica.

3.2.1 Determinacion de pH

La medicion de pH se lleva a cabo utilizando un pHmetro HANNA el cual requiere
una calibracion previa de sus electrodos a dos puntos usando soluciones buffer de
valores 7.00 £ 0.01 y 4.00 £ 0.01 en la escala. Este procedimiento se lleva a cabo
siguiendo las indicaciones del manual del pHmetro.

Se toman 15 ml de cada muestra, se introduce el electrodo durante 5 minutos,
(tiempo requerido para la estabilizacion de su valor de pH) y se realiza la medicion.
Siempre debe considerarse realizarse con la mayor limpieza para evitar la descalibracion

del equipo y obtener resultados erréneos.

3.2.2 Determinacion de Densidad

La densidad es medida utilizando un picnémetro de 5 ml limpio y seco en cada una
de las muestras. Inicialmente se pesa el picnGmetro vacio y luego con muestra de glicerol
crudo.

Se emplea la siguiente ecuacién para el célculo:

m_mo

p= volyic

Donde:
p = densidad de la muestra de glicerol (i)
ml

m = masa del pic.con muestra de glicerol (g)
my = masa del pic.vacio (g)

vol,;c = volumen del pic. (ml)
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3.2.3 Caracterizacién Cromatografica del Glicerol y Dextrosa
Los reactivos y el material utilizados en la identificacion y cuantificacion

cromatografica son de calidad HPLC.

Cada muestra debe ser diluida con agua grado HPLC y homogenizada durante 5
min (las muestras que son tomadas del caldo al final de las fermentaciones no se diluiran,
deben ser filtradas y centrifugadas); para ser posteriormente pasada por medio de una

jeringa a través de microfiltros de 0.45 um y siendo almacenadas en viales.

Las muestras se inyectan en un cromatografo liquido de alta eficiencia (HPLC),
Waters e 2695 utilizando una columna Carbohydrate Analysis. Las condiciones de
operacion son las siguientes: volumen de inyeccion de 10uL, fase mévil de acetonitrilo-

agua (80-20); flujo de 1.5 mi/min; temperatura de la columna y del detector de 20°C.

La determinacién y cuantificacién del glicerol, se lleva a cabo mediante la técnica
de patrén externo, usando materiales de referencia grado analitico con una curva de

calibracion (ver anexos).

3.3 Microorganismo

La cepa de Aspergillus niger empleada fue donada por el Departamento de
Ingenieria quimica y bioquimica del Instituto Tecnoldgico de Ciudad Hidalgo, aislada de
residuos de frutas.

3.3.1 Conservacion y Proliferacion de la Cepa

La siembra del hongo se realiza a través de la preparacion de medio PDA (agar
papa-dextrosa) (comercial). Luego de la preparacion del medio de conservacion
(siguiendo las instrucciones que describe el medio), se coloca en un autoclave a 121°C
durante 15 min para su esterilizacion. Concluido ese tiempo la solucion es vaciada en
cajas Petri desechables (estériles) a un volumen aproximado de 1/3 de su capacidad,
procurando siempre tener la zona estéril. Se deja reposar por 20 min hasta su

solidificacion y se albergan en una incubadora a 30°C. Posteriormente se dejan de 24 a
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48 horas dentro de la incubadora como testigo; si el medio soélido no presenta
contaminacion por algin microorganismo, se prosigue con el sembrado de la cepa
(Aspergillus niger) mediante un asay un par de mecheros (procurando siempre mantener
zona de esterilidad) estriando en forma de abanico, procurando un espacio para su
reproduccion dentro del medio. Al terminar la técnica se coloca nuevamente en la
incubadora dejando transcurrir un tiempo de 6 a 7 dias para su crecimiento (Esta técnica

debe realizarse una vez al mes para preservar la cepa).

Suspension de Esporas
Previamente a la suspension de esporas se debe lavar y esterilizar todo el material

gue se debe emplear.

Se inundan las cajas Petri con agua destilada estéril con la ayuda de una pipeta
pasteur, después con una varilla de vidrio en forma de L se acarrean las esporas
suspendidas (sin raspar el fondo). La solucion formada se vierte en tubos de ensaye con
tapa para su centrifugacion; se retira cuidadosamente el agua remanente de la disolucién
junto con micelio que pudiese haber presentado. Se vierte agua destilada estéril y se
realiza una agitacion suave, posterior a esto se centrifuga nuevamente. Se repite este
paso hasta que no se visualice materia diferente a las esporas o exceso de color ademas

de ir uniendo la suspensiéon de cada uno de los tubos hasta tenerla en uno solo.

Finalmente, con ayuda de un microscopio y la cAmara de Neubauer se realiza el
conteo de esporas para obtener la concentracion final de esporas (se realiza una dilucién
seriada de ser necesario para tener un mejor campo de visualizacion de las esporas en

el microscopio y asi mismo facilitar su conteo).

La suspension de esporas se colocara en un tubo de ensaye bien sellado y

conservado en refrigeracion hasta su uso en las fermentaciones.
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3.4 Fermentacion

En esta etapa se realiza una revision bibliografica exhaustiva con el fin de obtener
informacion que nos permita seleccionar las condiciones adecuadas para nuestra materia
prima; las condiciones del sistema para llevar a cabo la sintesis y a su vez la composicion
que del medio de fermentacién. Todo esto en base a un analisis de las condiciones en

las que Aspergillus niger suele emplear para producir acido citrico.

Dado que se tendran rangos de condiciones de operacion y de rangos para cada
uno de los nutrientes que requiere la composicion del medio se deberd emplear disefios
experimentales adecuados, en donde en funcion del andlisis de los resultados que estos

arrojen se tendra la necesidad de ir modificando las fronteras y las variables a analizar.

Ademas, los caldos de cultivo requieren de elementos traza para el mejor
funcionamiento metabdlico del microorganismo por lo que en todos los ensayos se
adiciond una solucion estandar, cuya composicion se puede encontrar en la Tabla 3.1 a

continuacion.

Tabla 3.1. Micronutrientes utilizados en los medios.

Oligoelementos por litro de medio

Urea 0.1g
Cloruro de calcio 0.3g
Sulfato de hierro heptahidratado 5mg
Sulfato de manganeso monohidratado 1.6 mg
Cloruro de cobalto 2mg
Sulfato de zinc heptahidratado 1.4 ml

3.5 Andlisis del Acido Citrico

3.5.1 Determinacidon de Biomasa (Peso Seco)
Primeramente, se debe poner a secar el papel filtro a emplear a 75°C y registrar el

peso cada 10 min por 2 horas hasta peso constante.

38

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Se filtra el caldo de fermentacion con el papel previamente esterilizado y el filtrado
se recibe en un tubo falcén (estéril), se separan las muestras necesarias para las demas
determinaciones y el restante se almacena en congelaciéon para determinaciones

posteriores.

Se coloca el papel filtro que contiene la biomasa sobre un recipiente, se ubica a
secar a 75 °C llevandose un registro del peso cada 15 minutos. El proceso se realiza

hasta asentar un peso constante y por diferencia de peso se determina la biomasa.

3.5.2 Determinacion de pH

Previamente se debe revisar que el pHmetro se encuentre calibrado.

Se mide una alicuota de 15 ml del filtrado obtenido en el proceso de determinacion
de crecimiento celular y se introduce el electrodo durante 5 minutos, (tiempo requerido
para la estabilizacibn de su valor de pH) y se realiza la medicion. Siempre debe
considerarse realizarse con la mayor limpieza para evitar la descalibracion del equipo y

obtener resultados erréneos.

3.5.3 Determinacion de Acido Citrico mediante el Método Marier & Boulet (1958)

El filtrado se hace reaccionar con piridina y anhidrido acético, los cuales junto con
el &cido citrico forman un compuesto de coloracion amarilla (Acido 2-acetol,3,5-
propanotricarboxilico) como se puede observar en la Figura 3.3, esta reaccion se analiza

en un espectrofotometro de UV-VIS Libra S12.

En tubos con tapdn se afiade 1 ml del filtrado del caldo de fermentacion, se afiaden
1.3 ml de piridina cerrando el tubo inmediatamente y agitando suavemente.
Posteriormente se adiciona 5.7 ml de anhidrido acético cuidando hacerlo lo mas rapido
posible y manteniendo el tubo destapado solo el tiempo justo; se agita suavemente
(extremar precauciones dado que se presenta una reaccidn exotérmica) y se deja reposar
en bafio de agua a 32°C = 0.5 por 10 min. Hacer la lectura en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 420 nm.
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Es importante que los tubos se mantenga cerrados ya que el anhidrido acético se

evapora.

Se construye una curva de calibracion (ver anexos) obteniendo una ecuacién
donde se interpolaran las lecturas de cada una de las muestras y con base a los datos

obtenidos tendremos la concentracion real de acido citrico resultante.

Figura 3.3. Coloracion adquirida de la curva de calibracion de 4cido citrico.

3.6 Determinacion de los Rendimientos (Yprss)
Se evalla el rendimiento de producto generado a partir del sustrato consumido,

conforme a la siguiente ecuacién mostrada a continuacion.

p/s S

Y,

»/s = Rendimiento producto/sustrato

p = acido citrico (g/ml)

s = glicerol consumido (g/ml)
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3.7 Andlisis de la Informacién

Para el andlisis de la informacién obtenida de las variables de respuesta se
utilizaron los paquetes estadisticos de STATISTICA y de STATGRAPHICS Centurion
XVI. Se empleara el disefio experimental Plackett-Burman para determinar las variables
que son de mayor interés y posteriormente se empleara el disefio de Compuesto Central
para optimizar las variables seleccionadas del DPB. Los resultados obtenidos de cada
uno de los disefios seran analizados de acuerdo a la significancia de las variables y
posteriormente empleando graficos de contorno y de superficie, asi como de los gréaficos

de los efectos principales e interacciones entre variables.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 Purificacién del Glicerol Residual

4.1.1 Glicerol Residual Proveniente de la Produccién de Biodiesel a partir de Aceite
de Coco

La muestra proporcionada contenia mas del 50% (v/v) de biodiesel en ella, se
atribuye a que la muestra que fue entregada era el resultado de la reaccién de
transesterificacion y no solo el residuo producto de la separacion del biodiesel de sus

subproductos.

La primera etapa de purificacion de la muestra consiste en hacer una destilacion
simple dénde se extrajeron 159 ml en un primer ensayo y 218 ml en un segundo de
alcohol (se desconoce la informacion del alcohol empleado para satisfacer la produccién
del biodiesel). La segunda fase de la purificacion de la muestra se llevé a cabo en dos
partes: la primera donde se acidifica hasta llegar a un pH=6.2, la separacion que se da
en esta condicion se muestra en la Figura 4.1 a); posteriormente dicha muestra se
acidific6 hasta llevarla a un pH=3.2, la separacion se esta parte se representa con la
Figura 4.1 b) Posteriormente fueron extraidos 400 ml de &cidos grasos y en una segunda
prueba 528 ml. Hasta este punto solo se obtuvo un 0.65% (v/v) de glicerina de la muestra
cruda, por lo que se opta no manejar esta muestra como sustrato para las

fermentaciones.
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a) b)

Figura 4.1. a) Separacién de la fase organica de la fase acuosa a un pH=6.2, b) Separacién de la

fase organica de la fase acuosa a un pH=3.0.

Para una mejor visualizacién de la cantidad de impurezas removidas en el proceso
de purificacion del residuo proveniente del aceite de coco se hace una evaluacion

porcentual y estos datos se resumen en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resumen de los componentes obtenidos de la purificacion de la

muestra proveniente del biodiesel a partir de aceite de coco, representados en

porcentajes.
Componente % Obtenido
Biodiesel > 50
Alcohol 28.1
Acidos grasos 69.38
Glicerina 0.65

4.1.2 Glicerol Residual Proveniente de la Produccion de Biodiesel a partir de
Aceites Vegetales y Grasas Animales de Desecho
Con base a la bibliografia referida existen diversas variaciones entre las etapas

intermedias para la purificacion del glicerol, entre las mas destacables se encuentra que
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la dilucién promueve la eliminacién de todas las impurezas en cada etapa del proceso y
gue algunas de las propuestas es emplear de 2 hasta 4 veces el volumen de la muestra,
el tipo de acido a emplear para retirar los jabones (HCI, H2SO4 y Hs3PO4; ademas de otros
acidos organicos), lavados de etanol para precipitacion de sales, las bases empleadas

para neutralizar (KOH y NaOH) ademas de filtraciones intermedias, entre otras técnicas.

De acuerdo a lo anterior para el primer ensayo se fragmento la acidificacion, la
mitad de la muestra de dejo a un pH neutro y el restante se acidifico hasta un pH con
valor de 6; y para la eliminacién de sales se hizo doble filtracion, la primera filtracién se
realiz6 para eliminar las sales formadas por los lavados con etanol y la segunda al

neutralizar con NaOH.

En el segundo ensayo se manejo una dilucion de 24% el volumen de la muestra
libre de metanol ademéas de que sdlo se realiz6 una filtracién para eliminar las sales,

primeramente, habiendo echo los lavados con alcohol y posterior a ello la neutralizacion.

En el caso tres Unicamente se diferencié de la purificacion propuesta, el hecho de

filtrar una vez para la eliminacién de las sales.

En cada uno de los casos se siguio el esquema planteado para la purificacion con
las variantes mencionadas en los parrafos anteriores. En la Tabla 4.2 se adjuntaron los

resultados de cada una de las etapas para cada uno de los casos de modo de resumen.
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Tabla 4.2. Ensayos de purificacion del glicerol.

1 2 3

Muestra (ml) 580 697 602
Metanol (ml) 80 53.5 835
pH 9.6 9.5 9.6

HCI (ml) 40 44.5 48
pH 3.5 2.5 0.7
Acidos grasos (ml) 194 188 203
EtOH 50 40 150
NaOH 0.75 1.05 1.08
pH 7 7.4 6.3
Sales 5.6 3.1 8.4
Alcohol/Agua 154 80 183
Glicerina 214 250 212

En la Figura 4.2 se muestran las imagenes mas representativas del proceso de
purificacion. Asi como en la Figura 4.3 se pueden observar las complicaciones
encontradas de las variantes efectuadas en cada uno de los casos. Como lo es la
formacion de tres capas en el proceso de decantacion las cuales se deben a la dilucién
realizada a la muestra, donde, la capa superior contiene los jabones y acidos grasos; la
capa intermedia es la glicerina y la capa inferior es una mezcla de glicerina con agua,
sales e impurezas. Existe también una variaciébn en el color de la glicerina y esto
nuevamente es a causa de la dilucion. En el caso 1 donde se manej6 dos acidificaciones,
la muestra que permanecio neutra tuvo formacion de espuma y precipitacion de sales

durante el proceso de la segunda destilacion.
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Separacion del Acidifcacion Eiminacién de
biodiesel de la « Eliminacién de sales por
glicerina los acidos filtracion
grasos

Figura 4.2. Imagenes de las principales etapas de eliminacién de impurezas de la muestra cruda.

i6 Coloracién naranja- Formacion de
Formacion de tres 0 j espuma en la dltima
capas en la muestra rojiza de la muestra, estilacion en la
diluida efecto de la N el
dilucion muestra acidificada

a pH neutro

Figura 4.3. Complicaciones generadas en las variantes del proceso de purificacion.

A manera de simplificar los resultados obtenidos en cada uno de los casos
propuestos para el esquema de la purificacion del crudo se representa la cantidad de las
impurezas contenidas en las muestras a manera de porcentajes, los cuales se pueden
divisar en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Resumen de los componentes obtenidos de la purificacion de la
muestra proveniente del biodiesel a partir de aceite vegetales y grasas animales

de desecho, representados en porcentajes.

Componente % Obtenido
1 2 3
Biodiesel 14.71 1.34 4.44
Metanol 13.79 7.68 13.87
Acidos grasos 33.45 26.97 33.72
Sales 0.96 0.45 1.4
Glicerina 36.9 35.87 35.22

Para finalizar la etapa de andlisis de sustrato, con cada una de las muestras
retenidas de las diferentes etapas de purificacion se cuantificd el contenido de glicerol,
asi como la densidad de cada una de ellas, los resultados obtenidos se exponen en la
Tabla 4.4 a continuacién en donde se puede percibir el hecho de que, en el contenido de
glicerol, asi como la densidad es mayor en las muestras que llegaron hasta la Gltima

etapa de eliminacion de impurezas.
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Tabla 4.4. Densidad y concentraciéon de las muestras
en cada una de las etapas de purificacion.

Concentracion*

Caso Etapa P (g/ml)

(g/ml)
1 s/grasas N 1.0996 19.80
1 s/grasas A 1.1016 21.0
1 s/sales N 1.0956 18.28
1 s/sales A 1.0652 17.09
1 Glicerina N 1.2784 46.37
1 Glicerina A 1.276 45.10
2 s/metanol 0.8272 9.07
2 s/grasas 1.1472 21.61
2 s/sales 1.1388 22.28
2 Glicerina 1.3036 47.15
3 s/metanol D 1.0496 10.80
3 s/metanol 1.05 11.70
3 Glicerina 1.2756 47.96

N = Neutro, A= Acido, D= Diluido, s/= sin

*La concentracién de glicerol fue medida para 2 g de muestra.

4.2 Proceso de Fermentacioén

4.2.1 Reproduccion y Recoleccion de la Cepa

Inicialmente el hongo es proliferado en placas con PDA, de acuerdo a lo
establecido en la metodologia. Se realizaron resiembras una vez al mes para preservar
la cepa, la Figura 4.4 representa el desarrollo de A. niger antes de realizarse una

suspension de esporas.
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Figura 4.4. Placas inoculadas con Aspergillus niger en medio PDA.

Las esporas fueron recogidas por medio de la técnica de suspension de esporas
mencionada en el apartado de metodologia; asi mismo la solucién fue analizada por
medio de la cAmara de neubauer y con ayuda del microscopio para tener la contabilidad
de la cantidad de esporas obtenidas de la proliferacion y un mejor control de las esporas
inyectadas en las fermentaciones. La suspension fue almacenada en refrigeracion hasta
el momento en que se realizaba la inoculacién en cada uno de los tratamientos y
nuevamente puesta en refrigeracion. La Figura 4.5 esquematiza las esporas visualizadas
en el microscopio con la ayuda de la cAmara de neubauer que facilita el conteo de las

esporas suspendidas.

Figura 4.5. Esporas visualizadas al realizar el conteo en la camara de neubauer a través del lente

40X de un microscopio.
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De acuerdo a la revision de bibliografia se tomaron como antecedentes trabajos
anteriores de fermentaciones donde se emplea a la cepa de A. niger para producir acido
citrico con diferentes sustratos para poder hacer una asignacion de limites inferior y
superior de los nutrientes necesarios para el medio de cultivo, la Tabla 4.5 sefiala las
variables independientes que se estipulan como fijas durante cada uno de los
tratamientos y la Tabla 4.6 expone los limites seleccionados de los componentes para

formular los medios a analizar asi mismo de las condiciones de operacion.

Tabla 4.5. Parametros fijos del medio de fermentacion.

Temperatura (°C) 30
pH 3
Esporas 2 x 108

Para la formulacién de los medios de cultivo (Tabla 4.6) se tom6 en cuenta la
dextrosa suponiendo que A. niger lo empleé para su crecimiento y como fuente de

carbono al glicerol para la produccion del acido.

Tabla 4.6. Rangos de condiciones de operacion y nutrientes para la formulacion
de los tratamientos.
Variable (g/l)

Limite Inferior Limite Superior

Fuente de Carbono Glicerol >0 150
Dextrosa 0 30
Fuente de Nitrégeno Sulfato de Amonio 0 5
Fuente de Fosfato Fosfato de Potasio 0 3
Fuente de Magnesio Sulfato de Magnesio 0 0.7
Condicion Limite Inferior Limite Superior
Condicion de Agitacién (rpm) 100 180
Operacion Tiempo (dias) 3 5
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Este estudio destaca el beneficio ambiental al resolver la problemética de los
productores de biodiesel al realizar un sondeo de los componentes y condiciones del
proceso fermentativo y a su vez lograr una mayor produccion de acido citrico con la
cantidad 6ptima de nutrientes. El procedimiento se realizd en 2 etapas; en primer lugar,
los componentes de los medios fueron seleccionados por el disefio de Plackett-Burman
(DPB) para identificar los componentes significativos. En segundo lugar, la optimizacion
de los componentes de los medios seleccionados se llevd a cabo de acuerdo con el

disefio de caras centrales (DCC) para lograr un mayor rendimiento de &cido citrico.

4.3 Glicerol Puro
Para salvaguardar la muestra cruda proporcionada, las pruebas bajo el disefio
Plackett—Burman fueron realizadas con glicerol grado analitico, como un blanco para

determinar las condiciones con las cuales se deberé seguir con la investigacion.

4.3.1 Primer Disefio Plackett-Burman

El disefio experimental Plackett-Burman 7/8 es empleado para evaluar el efecto
conjunto de varios factores sobre una respuesta, principalmente se utiliza en el inicio del
estudio experimental dado que aun no se conocen los factores que mas influyen, su rango

de influencia y las interacciones entre factores.

El propésito de esta técnica fue identificar los nutrientes significativos que tuvieron
un impacto en la cantidad de produccion de &cido citrico en un nimero minimo de

experimentos.

El disefio de los 7 componentes con sus dos niveles (alto y bajo) para los medios
evaluados en los 8 ensayos experimentales fue extraido del software llamado
STATISTICA, mismo que se ilustra en la Tabla 4.7.
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Tabla 4.7. Matriz del disefio experimental Plackett - Burman 7/8, primer estudio

exploratorio.

Fosfato

# Glicerol  Dextrosa Sulfato.de de Sulfato qle Agitacion  Tiempo

Tratamiento (g (gl Amonio Potasio Magnesio (rpm) (dias)
(/) ol (/)

1 50.00 0.00 0.00 3.00 0.70 180.00 3.00
2 150.00 0.00 0.00 0.00 0.00 180.00 5.00
3 50.00 30.00 0.00 0.00 0.70 100.00 5.00
4 150.00 30.00 0.00 3.00 0.00 100.00 3.00
5 50.00 0.00 5.00 3.00 0.00 100.00 5.00
6 150.00 0.00 5.00 0.00 0.70 100.00 3.00
7 50.00 30.00 5.00 0.00 0.00 180.00 3.00
8 150.00 30.00 5.00 3.00 0.70 180.00 5.00
9(C) 100.00 15.00 2.50 1.50 0.35 140.00 4.00
10 50.00 0.00 0.00 3.00 0.70 180.00 3.00
11 150.00 0.00 0.00 0.00 0.00 180.00 5.00
12 50.00 30.00 0.00 0.00 0.70 100.00 5.00
13 150.00 30.00 0.00 3.00 0.00 100.00 3.00
14 50.00 0.00 5.00 3.00 0.00 100.00 5.00
15 150.00 0.00 5.00 0.00 0.70 100.00 3.00
16 50.00 30.00 5.00 0.00 0.00 180.00 3.00
17 150.00 30.00 5.00 3.00 0.70 180.00 5.00
18(C) 100.00 15.00 2.50 1.50 0.35 140.00 4.00

Después del tiempo estipulado para cada uno de los tratamientos se procedié a
evaluar cada uno de ellos para asi determinar el contenido de glicerol y dextrosa finales,
la produccién de acido citrico, la biomasa y el rendimiento, esto de acuerdo a la
metodologia propuesta para las cuantificaciones, se muestran los resultados de cada uno
de los tratamientos planteados en la Tabla 4.8 ademas se incluye la respuesta del cambio

de pH presentado durante la fermentacion.
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Tabla 4.8. Respuestas del Disefio Experimental Plackett - Burman 7/8 del primer

estudio exploratorio.

. Fraccion
oo e SO Cico consumo ves BT ap
(g/h de
Glicerol

1 32.5625 0.0000 0.2324 0.3488 0.0133 0.2367 0.62
2 94.2131 0.0000 0.2402 0.3719 0.0043 0.2000 1.3
3 46.0267 31.3640 0.3816 0.0795 0.0960 0.3800 1.84
4 98.2248 22.5868 0.2716 0.3452 0.0052 0.5800 0.9
5 23.4290 0.0000 0.2324 0.5314 0.0087 0.2033 0.83
6 90.1105 0.0000 0.2128 0.3993 0.0036 0.4100 1.54
7 24.4956 15.8536 0.2088 0.5101 0.0082 0.4867 1.81
8 97.2059 10.3537 0.3973 0.3520 0.0075 1.3100 3
9(C) 85.0860 7.6069 0.2363 0.1491 0.0158 1.1433 2.86
10 21.1031 0.0000 0.2402 0.5779 0.0083 0.1967 0.6
11 89.9029 0.0000 0.2481 0.4006 0.0041 0.1600 1.43
12 22.3745 14.5505 0.5072 0.5525 0.0184 0.3800 1.8
13 85.0844 19.6241 0.2599 0.4328 0.0040 0.4800 0.9
14 45.4419 0.0000 0.2167 0.0912 0.0475 0.1567 0.62
15 110.1118 0.0000 0.2167 0.2659 0.0054 0.4000 1.5
16 25.9254 17.3167 0.2206 0.4815 0.0092 0.4233 1.6
17 127.0174 15.6812 0.3148 0.1532 0.0137 1.1967 2.99
18(C) 71.0287 10.5820 0.2324 0.2897 0.0080 0.8067 2.69

Haciendo una evaluacién estadistica del disefio para las variables dependientes
de efecto relevante en cada uno de los tratamientos propuestos misma gque se muestra
en la Tabla 4.9, empleando de nueva cuenta el software de analisis. El cribado estadistico
se baso en los principales efectos de los factores experimentales, pero no en sus efectos

de interaccion (Plackett & Burman, 1946).
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Tabla 4.9. Estimacion de los efectos sobre las respuestas acido citrico, fraccion
de consumo de glicerol y rendimiento producto-sustrato del disefio experimental

Plackett - Burman 7/8, primer estudio exploratorio.

Sulfato Fosfato Sulfato
Respuesta Glicerol Dextrosa de de de Agitacién Tiempo

Amonio Potasio Magnesio

Acido Citrico 0.6183 0.0008 0.0396 0.6535  0.0027 0.2277  0.0013
Valor P Consumo de Glicerol 0.5403 0.9125 0.6586 0.7548  0.5548 0.5005 0.2719

Y p/s 0.0667 0.4150 0.5402 0.6155 0.3632 00.1572 0.0988

Los factores que tiene un nivel por encima del 95% (P < 0.05) se consideran
significativos (Montgomery, 2005) y se utilizaron para una optimizacion adicional donde

en funcién del efecto se realiza una reformulaciéon de los limites.

En el andlisis en funcidon de la produccion de acido citrico las variables que
mostraron relevancia fueron: dextrosa, la fuente de nitrégeno y la de magnesio ademas
del tiempo, para todas las variables se arrojé en el efecto que causan que era necesario
hacer un incremento de los limites a excepcion de la fuente de nitrogeno donde se
especifica lo contrario. De este modo al realizar el ajuste de los limites de los parametros
de interés, por lo que la Tabla 4.10 representa el cambio de rangos que ahora se

empleara.
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Tabla 4.10. Reformulacion de los limites de evaluacion de los factores
del disefio experimental Plackett — Burman 7/8 del primer estudio

exploratorio.

Factor Lim. Min.  Lim. Max. Efecto Lim. Min.  Lim. Max.
Glicerol 50 150 -0.009814 50 130
Dextrosa 0 30 0.090285 20 70

Sulfato de Amonio 0 5 -0.045142 0 3
Fosfato de Potasio 0 3 -0.008832 0 25

Sulfato de Magnesio 0 0.7 0.075564 0 1
Agitacién 100 180 -0.024534 100 160
Tiempo 3 5 0.084396 5 10

En funcion de los efectos que causan las variables independientes se realizd un
ajuste en sus limites, para la dextrosa y el tiempo ambos limites fueron aumentados, el
limite superior de la fuente de N fue disminuida y el limite superior de la fuente de Mg fue
aumentado también. Para las fuentes de nitrégeno, fosfato y magnesio los limites
inferiores no se modifican para tomar en consideracion si inclusive no son necesarios en

los medios.

La agitacion y tiempo de duracion del medio del cultivo es un factor importante
para el desarrollo del microorganismo, maduracién y formacion de pellets, lo cual puede
ser observado en la Figura 4.6 en donde se puede comparar como ademas de estos
factores la composicion del medio también proporciona una coloracion diferente a los
medios. A una mayor velocidad de agitacion la formacion de pequefios pellets (esféricos)

es comparado que a una velocidad menor solo se forma una capa micelial.

55

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



=

1-10 * 180 rpm 3 d

4-13 * 100 rpm 3 d 3-12*100 rpm 5d

9-18*140rpm 4 d *Namero de tratamiento, agitacién y tiempo.

Figura 4.6. Medios de cultivo del primer disefio Plackett-Burman al final de su tiempo de

fermentacion.
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4.3.2 Segundo Disefio Plackett-Burman

Empleando la base del disefio previo, solamente ahora usando los nuevos rangos
de exploracion y realizando la cuantificacion para el andlisis se obtiene la tabla de
respuestas de los nuevos tratamientos formulados misma que se presenta a

continuacion.

Tabla 4.11. Respuestas del Disefio Experimental Plackett - Burman 7/8 para el
segundo estudio exploratorio.

o Fraccion
oo fee) PO Cliico  comsumo vps  POTER aph
(am de
Glicerol
1 28.1178 12.8618 0.3305 0.4376 0.0151 0.2033 0.13
2 109.3559 18.2101 0.2716 0.1588 0.0132 0.4467 1.66
3 45.6242 72.5897 0.6720 0.0875 0.1536 0.5133 -0.35
4 104.7476 66.2130 0.3148 0.1942 0.0125 0.3367 -1.23
5 50.6974 12.2255 0.2795 -0.0139 -0.4008 0.5433 -0.13
6 111.8304 17.4269 0.4247 0.1398 0.0234 0.5517 -0.36
7 37.3788 62.8868 0.3187 0.2524 0.0253 0.2267 0.11
8 107.9776 31.9628 0.3344 0.1694 0.0152 1.1800 2.71
9(C) 79.7078 35.9390 0.4247 0.1144 0.0413 1.5833 1.62
10 42.5161 19.9133 0.3227 0.1497 0.0431 0.3600 0.07
11 91.1645 13.3285 0.2638 0.2987 0.0068 0.3800 1.67
12 47.6647 74.5840 0.6642 0.0467 0.2844 0.5667 -0.49
13 103.9191 65.4408 0.2402 0.2006 0.0092 0.3133 -1.28
14 46.1453 1.5826 0.2834 0.0771 0.0735 0.8700 0.24
15 114.2266 18.2275 0.5150 0.1213 0.0327 0.4433 -0.38
16 26.0575 42.9204 0.2991 0.4789 0.0125 0.1933 0.36
17 94.2808 26.9792 0.3384 0.2748 0.0095 1.1200 2.71
18(C) 81.3547 36.6149 0.2873 0.0961 0.0332 1.4767 1.59

Para el tratamiento 5 surgieron las respuestas de fraccion de consumo de glicerol

y a su vez del rendimiento como negativos, a razén de que la cuantificacion de glicerol al
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final de fermentacion fue mayor que la afiadida al inicio, se asume a un error de
evaluacion de la muestra para dicho factor. También se pueden detallar que en los
cambios del pH muchos datos son negativos, en estos medios el hongo presencid su
propio reajuste de pH adjudicandose el hecho a que su pH interno se vio afectado por las

condiciones acidas del medio generando fallos en su capacidad aciddfila.

La evaluacion de este disefio de cribado muestra que los nuevos limites impuestos
afectaron de manera negativa los resultados del analisis de los parametros como puede
ser visto en la Tabla 4.12, donde nuevamente los factores que tiene un nivel por encima

del 95% (P < 0.05) se consideran significativos.

Tabla 4.12. Estimacion de los efectos sobre las respuestas acido citrico, fraccion
de consumo de glicerol y rendimiento producto-sustrato del disefio experimental

Plackett - Burman 7/8, segundo estudio exploratorio.

Sulfato Fosfato Sulfato
Respuesta Glicerol Dextrosa de de de Agitacion Tiempo
Amonio Potasio Magnesio

Acido Citrico 0.0173 0.0135 0.1112 0.0001 0.0000 0.0002 0.0640
Valor P Consumo de Glicerol 0.9461 0.4409 0.8833 0.8444 0.5721 0.0070 0.0570
Y pls 0.0057 0.0465 0.0315 0.0223 0.0120 0.0089 0.0200

Para este caso el numero de factores significativos aumentd, por lo que
automaticamente observamos que algunos de los cambios no fueron certeros. Una de
las principales observaciones fue que el aumento de dextrosa hace que la cepa no
consuma al glicerol primordialmente, entonces, se tomé la decisiébn de eliminar la

presencia de éste azucar en la siguiente secuencia de la investigacion.

La Figura 4.7 representa los medios de fermentacion de la segunda etapa del
disefio Plackett-Burman donde se puede apreciar un caldo siendo mucho mas denso y
de coloracion mas ligera y que no existe la pelletizacion que se vio formada a una
agitacion de 180 rpm de la del disefio anterior. Entonces se deduce que la agitacion es

la causante de la morfologia adoptada por A. niger.
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7-16 * 160 rpm 5d 8-17*160 rpm 10d

4-13*100 rpm 5 d 3-12*100 rpm 10 d

-,

3

9-18*130rpm 7.5d *NGmero de tratamiento, agitacion y tiempo.

Figura 4.7. Medios de cultivo del segundo disefio Plackett-Burman al final de su tiempo de

fermentacion.
En la Figura 4.8 se presenta en gréfico obtenido de la fraccion de consumo del
glicerol en los dos DPB, haciendo la comparativa entre los dos ensayos se advierte
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notablemente que en el segundo ensayo el consumo decrece, esto se atribuye a que el

sustrato consumido es el azucar y no el glicerol.

Fraccion de Consumo de Glicerol
0.7
0.6
0.5

0

S

0.

il

0.
0.
2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
# Tratamiento

N w

=

x (g glicerol consumido / g glicerol inicial)

Figura 4.8. Comparativa entre la fraccion de consumo de los dos disefios Plackett-Burman.

Como un apartado de la investigacion, se hizo una prueba dénde manejando las
cepas CMU 126-13 (cepa sin identificar), CMU 159-13 - A. oryzea, CMU 181-13 - A.
flavus, A.sp., COMC Cepa s/identificar aislada del Lago de Zirahuén y A. niger; bajo las
mismas condiciones y composicién de medio de fermentacion comprobar que la eleccion
de la cepa para este proyecto fuera la adecuada, obteniéndose como resultado que a
pesar de que algunas de las cepas tuvieron resultados satisfactorios para la asimilaciéon
de glicerol como sustrato y otras una similar a la de Aspergillus niger lo que nos llevo a
continuar con ésta cepa fue que el rendimiento producto—sustrato fue el mejor de todos
los casos como se muestra en la Tabla 4.13. Ademas, teniamos que tener muy en cuenta
gue algunos de los microorganismos tenian caracter patégeno y dificultaba su
manipulacion, la Figura 4.9 esquematiza como fue el desarrollo de los diferentes

microorganismos en los medios de cultivo.
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Tabla 4.13. Rendimientos obtenidos con diferentes

microorganismos.

Microorganismo Y p/s
CMU 126-13 0.0082
CMU 159-13 - A. Oryzea 0.0053

CMU 181-13 - A. Flavus 0.0047

A.SP. 0.0102

A. Niger 0.0117

COMC Cepa s/identificar aislada del Lago de Zirahuén 0.012

Figura 4.9. Crecimiento de diferentes cepas en el mismo medio de cultivo.

Una vez identificados los factores importantes se investigan con mayor detalle en

el experimento posterior.

4.3.3 Crecimiento, Consumo y Produccion de Acido Citrico con Glicerol Analitico
Para realizar la cinética de A. niger se empleé la siguiente composicién del medio:

Glicerol 150 (g/l), sulfato de amonio 1.5 (g/l), fosfato de potasio 1.25 (g/l), Sulfato de

magnesio 0.35 (g/l); a una agitacion de 100 rpm. El argumento que se manej6 para
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determinar estos valores son en funcién a los resultados de los disefios DPB1 y DPB2,
donde los mejores resultados se encontraron con la fuente de N en un rango de 0-3 g/l
para la fuente de fosfato se registraba ser necesario emplear un valor menor del limite
superior de DPB1 que era de un valor de 3, pero en cuanto a la fuente de Mg si
aumentaba el limite superior afecta la respuesta por lo que se debia incluir un dato

reducido que el del limite superior del disefio DPB1.

En la Figura 4.10 se detalla como son las curvas generadas de este ensayo. La
variacion del pH en la cinética se puede apreciar que en los primeros 10 dias decrece,
sin embargo, después de este periodo se mantiene constante; los antecedentes
mencionan que durante la produccion de acido citrico el valor del pH decae como parte

del metabolismo del hongo.

Cinética de Crecimiento

4 180

3.5 160
3 140 —
55 120 =
= ) 100 S
X 80 3
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1 \ 40

0.5 20

0 & =0 0
0 5 10 15 20 25 30
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«=@==Ac Cit ==@==Bjomasa pH «==@==Glicerol

Figura 4.10. Curvas de Crecimiento, Consumo Produccion de A. niger.

El crecimiento del microorganismo tiene la forma de crecimiento convencional de
las cepas de Aspergillus, con la excepcion de que existe un punto maximo. Entre los dias
14y 20 de la fermentacion se presencié la formacion de esporas en los medios, las cuales
fueron en aumento hasta que se desarrollaron y se formé nuevo micelio, este punto

maximo se puede aludir a este hecho.
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La Figura 4.13 esquematiza graficamente como fue el crecimiento del

microorganismo.

Analizando por separado la generacion de acido citrico se tiene la Figura 4.11, es
notable observar que la produccién es baja y que en el dia 12 se tiene una generacion
de 0.0907 g/l de &cido citrico y después del dia 15 se mantiene casi constante.

Acido Citrico
0.1
0.09
0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

0 5 10 15 20 25 30

Figura 4.11. Curva de produccién de acido citrico.

El consumo de glicerol es un caso de interés al notar el tipo de curva que presenta,
sin embargo, al comparar esta curva con la dada por Rywinska y Rymowicz (2009)
(Figura 4.12 donde emplean a la levadura Y. Lipolytica Wratislavia con diferentes
muestras de glicerol en un lapso de 120 horas es incuestionable que el consumo de

glicerol es similar en los primeros 5 dias de nuestro estudio.
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Figura 4.12. Cinética presentada por Rywinska y Rymowicz (2009) Y. Lipolytica Wrarislavia.

Figura 4.13. Crecimiento y morfologia de Aspergillus niger durante el seguimiento de su cinética.

4.4 Glicerol Residual
A partir de los resultados presentados en la Tabla 4.4, tomando en consideracion
la cantidad de impurezas removidas y de glicerol en los diferentes casos se considera

que la glicerina final del caso 3 es la mejor muestra parar continuar con las pruebas de
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investigacion. Ademas, en funcion de que algunas cepas de A. niger han producido una
gran cantidad de acido oxalico a partir de lipidos a un pH entre 4 y 5 (Musial & Rymowicz
2009) que sustentan nuestra decision de emplear dicha muestra se procede a hacer una
prueba inicial y asi verificar el consumo de glicerol como de las demas variables de
respuesta. Dicha prueba se reporta en la Tabla 4.14 donde se aprecia el aumento de la

cantidad de acido citrico producido como un buen consumo de sustrato.

Tabla 4.14. Ensayo preliminar de fermentacién con muestra cruda.
Medio de Cultivo

Sulfato Fosfato Sulfato

Etapa Glicerol de de de Agitaciéon Tiempo
Caso (a/h Amonio Potasio Magnesio (rpm) (dias)
9/ 9/ 9/
3 Glicerina 47.96 1.50 1.25 0.50 100.00 7.80
Variables de Respuesta
Fraccion
Glicerol  Acido de .
# Caso Etapa final Citrico Consumo Y p/s Blomasa ApH
@) @ de 9
Glicerol
3 Glicerina 22.0228 0.3501 0.5408 0.0135 0.3355 2.2

Entonces se procede con un planteamiento de un nuevo disefio donde gracias a
los ensayos previos se han dejado de lado las variables como la agitacion, el tiempo, el
azucar y el glicerol; nos enfocaremos en los nutrientes que al parecer tienen gran efecto

sobre la fermentacion que son el sulfato de amonio, el fosfato de potasio y el sulfato de

magnesio.
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4.4.1 Disefio Experimental de Compuesto Central

Después de la evaluacion y seleccién de los componentes de los medios por el
meétodo de PBD, se llevd a cabo utilizando DCC bajo la metodologia de superficie de
respuesta. Asi explicar las relaciones entre una serie de factores experimentales y la
respuesta. Ademas, se podrian identificar las condiciones Optimas de los factores
experimentales que permitirian obtener mayores rendimientos para la respuesta. El DCC
consiste en un punto factorial 2" con 2n puntos axiales y puntos centrales de C, como se

explica en la siguiente ecuacion:

# Experimentos = 2"+ 2n+C

Donde n es el numero de factores estudiados (en nuestro caso tres) para la
optimizacién y C es el numero de repeticiones de experimentos en los puntos centrales
(dos).

Los componentes de los medios evaluados de los disefios DPB1 y DPB2 que
tuvieron un efecto significativo en la produccion de acido citrico se optimizaron usando
DCC para lograr el rendimiento maximo. La matriz DCC de los 3 componentes
seleccionados que fueron la fuente de N (sulfato de amonio), la fuente de P (fosfato de
potasio) y la fuente de Mg (sulfato de magnesio) dado que la dextrosa fue descartada al
final de la comparativa de los disefios DPB 1y 2 y la agitacién fue determinada en el
estudio del cribado al observar la morfologia y descubrir que las agitaciones vigorosas
provocaban pelletizacion, la cual genera un estrés en el microorganismo y disminuye la
productividad. El tiempo fue determinado con la cinética de crecimiento dénde se observa
gue la maxima productividad se presento en el dia 12, sin embargo, el crecimiento, el pH
y consumo de glicerol brindan mejores respuestas en un lapso de entre el 5° y 10° dia,
entonces considerando un proceso que se pudiera escalar un 6ptimo manejado en dicha
industria es de alrededor de 7 dias, dato que es tomado para la optimizacion. Entonces
al tener 3 factores tendremos un total de 16 experimentos, mismos que son

representados en la Tabla 4.15.
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Tabla 4.15. Disefio de Compuesto Central y sus Respuestas.

# Sulfato de 05710 giifatode  Acido Frac. Biomas
Tratamiento ~ Amonio de . Magnesio  Citrico Congumo de  Ypis a
Potasio Glicerol

1 15 1.5 0.35 0.0501 0.1568 0.0048 0.3897
2 0 0 0.7 0.287 0.0206 0.1967 0.4417
3 0 3 0.7 0.2037 0.2945 0.0088 0.5757
4 1.5 15 0.7 0.0257 0.2062 0.0018 0.3263
5 3 1.5 0.35 0.0431 0.1416 0.0045 0.4363
6 3 3 0 0.1448 0.4847 0.0042  0.975
7 15 1.5 0 0.0436 0.0088 0.0697 0.2983
8 3 0 0.7 0.1026 0.2032 0.0068 0.8823
9 0 0 0 0.1794 0.2063 0.0111 0.6777
10 3 3 0.7 0.1345 0.2164 0.0085 0.7997
11 0 1.5 0.35 0.1588 -0.0707 -0.034 0.183
12 1.5 3 0.35 0.0333 0.1073 0.0047  0.3407
13 0 3 0 0.1583 0.1467 0.0143 0.6997
14 3 0 0 0.1767 0.0419 0.077 0.5547
15 15 0 0.35 0.0485 0.0518 0.0146  0.4253
16 1.5 15 0.35 0.0501 0.1568 0.0048 0.3897
17 15 1.5 0.35 0.0642 0.1272 0.0077  0.3787
18 0 0 0.7 0.2513 0.1541 0.0228 0.45

19 0 3 0.7 0.161 0.1229 0.0172 0.702
20 15 1.5 0.7 0.0322 0.0247 0.0224 0.337
21 1.5 0.35 0.0268 0.0765 0.0055 0.8757
22 3 3 0 0.1134 0.4967 0.0032 0.7753
23 15 1.5 0 0.0312 0.0571 0.0079 0.2747
24 3 0 0.7 0.1691 0.1593 0.0148 0.7737
25 0 0 0 0.2762 0.139 0.0254 0.4613
26 3 3 0.7 0.1415 0.292 0.0063 1.2717
27 0 1.5 0.35 0.1599 -0.0307 -0.078 0.188
28 15 3 0.35 0.0387 0.1614 0.0038  0.3497
29 0 3 0 0.1659 0.1326 0.0166  0.6947
30 0 0 0.2227 0.4487 0.0067 0.5257
31 15 0 0.35 0.0458 0.1279 0.0052 0.3403
32 15 1.5 0.35 0.0642 0.1272 0.0077 0.3787
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Las respuestas para cada uno de los tratamientos se representan también en la
Tabla 4.15, 15 tratamientos estipulados para el disefio, se agregaron también los

resultados de las réplicas.

Los resultados se analizaron con el Software de STATGRAPHICS Centurion XVI.1.
La tabla ANOVA (Tabla 4.16) fragmenta la variabilidad de acido citrico en piezas
separadas para cada uno de los efectos. En este caso, 4 efectos tienen un valor P menor
que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de
confianza del 95.0%; el disefo fue significativo para el factor de sulfato de amonio y el
factor fosfato de potasio.

Tabla 4.16. ANOVA para el modelo cuadratico de superficie de respuesta.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén F Valor P
A:Sulfato de Amonio 0.0263756 1 0.0263756 21.69 0.0001
B:Fosfato de Potasio 0.0107741 1 0.0107741 8.86 0.0072

C:Sulfato de Magnesio 6.48E-07 1 6.48E-07 0 0.9818
AA 0.0435271 1 0.0435271 35.79 0
AB 0.0017661 1 0.0017661 1.45 0.2416
AC 0.00339598 1 0.00339598 2.79 0.1096
BB 0.00656388 1 0.00656388 5.4 0.0303
BC 0.00066693 1 0.00066693 0.55 0.4672
CcC 0.00381051 1 0.00381051 3.13 0.0912
bloques 0.00047973 1 0.00047973 0.39 0.5368
Error total 0.0255415 21 0.00121626
Total (corr.) 0.191848 31

R-cuadrada = 86.6866 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 80.3469 porciento

El estadistico R? proporciona un indicador para la variabilidad de la respuesta

predicha con los resultados experimentales, cuanto mas cerca esta R? de 1, mejor sera

el modelo para predecir la respuesta. EI modelo, asi ajustado, explica 86.6866% de la
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variabilidad en AC. El estadistico R? ajustado, es 80.3469%, lo que confirma que el
modelo era altamente significativo. Entonces, esto confirma el posible uso del modelo

polinomial desarrollado para navegar por el espacio de disefio.

El modelo de regresion cuadrética al que se ajustan a los datos es el presentado

a continuacion:

Ac Citrico = 0.238367 — 0.142645 * A — 0.0738253 * B — 0.130951 * C
+ 0.0403812 x A% + 0.00466944 x A* B — 0.02775 A+ C + 0.0156812
* B2 + 0.0122976 * B * C + 0.219451 * C?
Donde:
A = Sulfato de Amonio
B = Fosfato de Potasio

C = Sulfato de Magnesio

Al observar el ANOVA para los resultados dados, el significado para cada uno de
los coeficientes del parametro del modelo se evalu6 utilizando la prueba F y los valores
de P. Se observo que las variables con efectos altamente significativos fueron los
términos lineales de la fuente de nitrdgeno (A) y de la fuente de fosfato (B) asi como

también sus correspondientes términos cuadraticos.

El gréfico de Pareto (Figura 4.14) muestra cada uno de los efectos estimados en
orden decreciente de importancia. La longitud de cada barra es proporcional al efecto
estandarizado, el cual es el efecto estimado dividido entre su error estandar. En este
caso, 4 efectos son significativos como ya se mencionaba con anterioridad en la tabla del
ANOVA.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Ac Citrico
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Figura 4.14. Diagrama de Pareto estandarizada para AC.

Al ser las fuentes de nitrogeno y de fosfato las mas importantes del proceso, son
sus efectos los que se grafican para tener un amplio panorama, al graficar las lineas de
contorno de las respuestas en funcién de dichas variables se puede apreciar que a mayor
concentracion de ambos nutrientes las respuestas mejoran notablemente, sin embargo,
existe la disyuntiva en cuanto a qué dichos compuestos sean también transformados por
el microorganismo en la misma biomasa, la gréfica c) de la Figura 4.15 nos genera dicha
discusion al contraponerla con las graficas a) y b) (respuestas para acido citrico y
consumo de glicerol respectivamente). Entonces, el nitrégeno parecia desempefiar un
papel importante en el metabolismo del acido citrico. La célula necesita nitrégeno en
forma de amonio para formar sustancias celulares. Por otra parte, una alta concentracién
de nitrégeno parece inhibir la produccion de acido citrico, ya que mejoraria la célula para
crecer y producir biomasa en lugar de producir acido citrico como lo mencionan

Wieczorek & Brauer en su trabajo.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 4.15. Lineas de contorno de la superficie de respuesta estimada (Sulfato de Amonio contra

Fosfato de Potasio). a) Acido citrico, b) Fraccion de consumo de glicerol y ¢) Biomasa.
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También se consideraron nutrientes potenciadores del crecimiento, y parecen
tener un efecto notable durante el crecimiento de A. niger y su actividad metabdlica
durante la fermentacion (Imandi, Bandaru, Somalanka, Bandaru & Garapati, 2008; Singh
& Dikshit, 2010). Ademas, se considera como un agente tampon, ya que actla para
mantener el pH en un valor deseado, por lo que debe utilizarse en una cantidad razonable
para mantener el pH del sustrato dentro del intervalo deseado. El magnesio afecta la tasa
de utilizacion de azucar por la célula, relacionada con el aumento del peso micelial
(aumento de la biomasa) por lo que este parametro debe ser limitado para estimular el

hongo a producir acido citrico en lugar de crecimiento.

Al realizarse la optimizacion de las mudltiples respuestas se determind la
combinacion de los factores experimentales que simultineamente optimizan las
respuestas. Maximizando la funcion de “deseabilidad” con la salida evaluada en cada
punto del disefio, tenemos los valores mostrados en la Tabla 4.17. Entre los puntos de

disefio, se tiene que la ‘deseabilidad’ maxima se alcanza en el tratamiento nimero 6.
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Tabla 4.17. Deseabilidad Prevista y Observada de cada uno de los tratamientos.

Deseabilidad
# Tratamiento Acido Citrico FracConsumo Y p/s Biomasa Prevista Observada
1 0.0501 0.1568 0.0048 0.3897  0.0000 0.2151
2 0.2870 0.0206 0.1967 0.4417 0.4574 0.4422
3 0.2037 0.2945 0.0088 0.5757 0.4264 0.4727
4 0.0257 0.2062 0.0018 0.3263  0.2028 0.0000
5 0.0431 0.1416 0.0045 0.4363 0.2769 0.2042
6 0.1448 0.4847 0.0042 0.9750 0.5483 0.5581
7 0.0436 0.0088 0.0697 0.2983  0.1950 0.1529
8 0.1026 0.2032 0.0068 0.8823  0.4377 0.4096
9 0.1794 0.2063 0.0111 0.6777  0.4210 0.4535
10 0.1345 0.2164 0.0085 0.7997 0.4781 0.4402
11 0.1588 -0.0707 -0.0344 0.1830 0.1992 0.0000
12 0.0333 0.1073 0.0047 0.3407 0.1715 0.1412
13 0.1583 0.1467 0.0143 0.6997 0.3932 0.4196
14 0.1767 0.0419 0.0770 0.5547  0.4807 0.3855
15 0.0485 0.0518 0.0146 0.4253 0.2371 0.1939
16 0.0501 0.1568 0.0048 0.3897  0.0000 0.2151
17 0.0642 0.1272 0.0077 0.3787  0.0752 0.2317
18 0.2513 0.1541 0.0228 0.4500 0.4657 0.4188
19 0.1610 0.1229 0.0172 0.7020 0.4239 0.4133
20 0.0322 0.0247 0.0224 0.3370 0.2219 0.1212
21 0.0268 0.0765 0.0055 0.8757  0.2715 0.1205
22 0.1134 0.4967 0.0032 0.7753  0.5441 0.4819
23 0.0312 0.0571 0.0079 0.2747  0.2140 0.1057
24 0.1691 0.1593 0.0148 0.7737 0.4374 0.4493
25 0.2762 0.1390 0.0254 0.4613 0.4217 0.4296
26 0.1415 0.2920 0.0063 1.2717 0.4662 0.5429
27 0.1599 -0.0307 -0.0779 0.1880  0.2057 0.0000
28 0.0387 0.1614 0.0038 0.3497  0.2059 0.1745
29 0.1659 0.1326 0.0166 0.6947  0.3858 0.4199
30 0.2227 0.4487 0.0067 0.5257 0.4789 0.5086
31 0.0458 0.1279 0.0052 0.3403  0.2493 0.1852
32 0.0642 0.1272 0.0077 0.3787  0.0752 0.2317

A partir de que el valor éptimo es igual a 0.546798 (sefialado con anterioridad) se
tiene que la Tabla 4.18 muestra la combinacion de niveles de factores que maximiza la
funcién de ‘deseabilidad’ en la region indicada. También muestra la combinacion de
factores a la cual se alcanza el valor 6ptimo para cada una de la respuesta del disefio.
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Tabla 4.18. Optimizacion de la Deseabilidad.

Factor Bajo Alto  Optimo
Sulfato de Amonio 0 3 3
Fosfato de Potasio 0 3 3

Sulfato de Magnesio 0 0.7 0
Respuesta Optimo

Acido Citrico 0.135542
Frac Consumo 0.419826
Y p/s 0.0342545
Biomasa 0.838692

En funcion de la optimizacion de la deseabilidad se grafica la superficie y los
contornos de la respuesta estimada (Figura 4.16) de los factores que mas repercutieron
en el disefio, manteniendo el factor restante en su valor medio. La altura de la superficie
representa los valores de deseabilidad. En la Figura 4.15. a) se aprecia la formaciéon de
una convexidad entre los puntos del sulfato de amonio de 1.2 a 2.4 y del fosfato de potasio
entre los puntos 1 a 2.7, sin embargo, del punto mayor del fosfato se observa el
incremento en la deseabilidad y de la fuente de nitrégeno a partir del punto 2.7. La misma
funcionalidad se puede apreciar en el grafico b la de misma figura, en donde exactamente
se observa el area con la menor deseabilidad del disefio. Si se ubica en los puntos

Optimos obtenidos se alcanza una deseabilidad de aproximadamente 0.4.
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Figura 4.16. Grafica de Superficie (a) y de contorno (b) de respuesta de la optimizacién de las

multiples respuestas.

Visualizando los caldos de cultivo finales, podemos concluir también que la

pigmentaciéon de cada medio es de acuerdo a los nutrientes contenidos en él. Una

coloracion de amarillo a naranja claro se presenta cuando existe una cantidad alta de la
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fuente de nitr6geno, asi como el fosfato en los medios generan una solucion de un color
blanquecino-lechoso y se atribuye al sulfato de magnesio una formacion uniforme del
microorganismo dado que en los medios en lo que éste elemento se encontraba en mayor
proporcion su forma de crecimiento era en forma de filamentos o conjuntos miceliales. La

forma de crecimiento de los diferentes tratamientos se puede apreciar en la Figura 4.17.

9-25 13-2

=

12-28 4-20 7-23

Figura 4.17. Crecimiento de A. niger en los medios formulados por DCC.
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CONCLUSIONES

El glicerol residual es un sustrato adecuado para la biosintesis del metabolito 4cido
citrico y para el crecimiento de Aspergillus niger debido a su compaosicion, que aporta

condiciones nutricionales al microorganismo.

El glicerol proveniente de los aceites de desecho es la muestra que, en el proceso
de purificacion, la remocion de impurezas fue con mayor medida. Ademas de contener el

mejor contenido de glicerol con 47.96 g/I.

La agitacion que mejor consistencia proporciono a los medios de cultivo ademas
de otorgar una morfologia adecuada para el microorganismo, fue a 100 rpm. EIl tiempo
evaluado para la produccién de &cido citrico, donde el crecimiento y el consumo de

glicerol presentan mejores respuestas en los ensayos es a los 7 dias.

La composicién del medio que proporciona los mejores resultados es con la
concentracion de sulfato de amonio de 3 g/l, fosfato de potasio con 3 g/l y sin la presencia
de la fuente de magnesio; con un 41.98% de consumo del glicerol 0.1355 g/l de acido

citrico.

La mayor produccion de metabolito reportada fue de 0.2716 g/l con un consumo
de glicerol de 34.52% en DPB1, 0.3148 g/l con 19.42% de glicerol consumido en DPB2 y
en DCC 0.2227 g/l de &cido citrico producido con el consumo de 44.87% de glicerol

residual.

Se puede concluir entonces que el glicerol es fuente viable para ser consumida

por Aspergillus niger, sin embargo, no para la produccién de acido citrico.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar una pre-adaptacion de Aspergillus niger en medio sélido rico en glicerol hasta
una concentracion 100% glicerol.

2. Evaluar los medios de cultivo hasta una duracion de 10 dias que es el tiempo en que
de acuerdo a la cinética desarrollada (glicerol puro), iniciaron los mejores resultados para
la produccién de &cido citrico.

3. Emplear las muestras crudas (sin metanol) evaluando el consumo de glicerol y de los
acidos grasos.

4. Utilizar las muestras crudas con diferentes porcentajes de remocién de metanol y
evaluar como éste afecta o promueve la produccion de 4cido citrico.

5. Mediante la manipulacién de las cepas adicionales evaluar la produccién de otros
acidos organicos en funcion del consumo de glicerol.

6. Determinar la produccién de otros productos organicos como el acido oxalico y el &cido

isocitrico en los medios propuestos en esta investigacion.
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APENDICES

Curva de Calibracion para la Determinacion de Dextrosa y Glicerol

Se detallara el método en general para ambos reactivos, y finalmente se mostraran
las curvas resultantes y sus respectivos ajustes.

Se realizan soluciones conocidas para cada reactivo con agua destilada.
Posteriormente son pasadas por microfiltros de 45 um y depositadas en viales para su
posterior lectura en el HPLC. Las lecturas en el equipo se realizan bajo las condiciones

mencionadas en el apartado descrito en metodologia. Obteniéndose las siguientes
curvas.

Concentracion (g/ml)| 0.008 | 0.016 | 0.024 0.032 0.04
Dextrosa

Area (uV*sec) 310326 | 538344 | 1005383 | 1332065 | 1621515

Curva estandar de Dextrosa

1800000
1600000 y = 4E+07x - 63303
R%=0.9907

1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04 0.045

Concentracion (g/ml)

Area (uV*sec)
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Con el ajuste tenemos la ecuacion para determinar dextrosa la cual es:
Area + 63303

[Dextrosa] = 42107
Conc. (g/ml) | 0.004 | 0.008 | 0.012 | 0.016 0.02
Glicerol
Area (uV*sec) | 172681 (309833401012 |588282 | 775872
Curva estandar de Glicerol
900000
800000 y = 4E+07x + 4086.7
00000 R? = 0.9831
"9’ 600000
£ 500000
% 400000
£ 300000
200000
100000
0
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Concentracion (g/ml)

Con el ajuste tenemos la ecuacién para determinar glicerol la cual es:

[Glicerol] =

Area — 40

86.7

4x107
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Curva de Calibracion para la Determinacién de Acido Citrico

Se disuelven 0.02 g de acido citrico en 25 ml de agua destilada. Se realizan una
serie de diluciones, tomando un ml del stock y diluyendo con agua destilada de 1 hasta
10 ml de agua destilada (en tubos independientes). De cada uno de los tubos con la
solucion diluida se toman un ml y se vierten en tubos de tapa rosca. Se adicionan 1.3 ml
de piridina y se agita suavemente. Se adicionan 5.7 ml de anhidrido acético, agitando
suavemente (reaccion altamente exotérmica) y colocandose en bafio maria a 32 +0.5°C.
Se dejan reposar por 10 min y se procede a tomarse las lecturas en el espectrofotdmetro
(Libra S12) a una longitud de onda de 420 nm.

[g/ml] Acido | 7.27E- | 8.00E- | 8.89E- | 1.00E- | 1.14E- | 1.33E- | 1.60E- | 2.00E- | 2.67E- | 4.00E-
Citrico 05 05 05 04 04 04 04 04 04 04

ABS 0.157 | 0.21 | 0.229 | 0.255 | 0.285 | 0.293 | 0.364 | 0.431 | 0.558 | 0.789

Acido Citrico

0.9
0.8
0.7
0.6
0 0.5
204
0.3
0.2
0.1

0
0.0E+00 5.0E-05 1.0E-04 1.5E-04 2.0E-04 2.5E-04 3.0E-04 3.5E-04 4.0E-04 4.5E-04

Concentracion [g/l]

y =1848.6x + 0.0584
R2 = 0.9937

e=@== Acido Citrico

Lineal (Acido Citrico)

Con el ajuste tenemos la ecuacion para determinar acido citrico la cual es:

ABS —0.0584
1848.6

[Acido Citrico] =
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